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Alzheimer disease (AD) is a senile dementia characterized by the presence of two aberrant 
structures: senile plaques and neurofibrillary tangles (NFTs). NFTs are intra-neuronal lesions mainly 
composed by an abnormal hyperphosphorylated form of the microtubule-associated tau protein. NFTs 
have been shown to follow a characteristic distribution pattern in the brain related with the progression of 
AD. NFTs are first detected in the entorhinal cortex and the hippocampus, and then, the pathology 
spreads to the cortex. In this work, we try to find out different factors to explain how AD progresses. In 
this process, neuronal degeneration occurs and dead neurons can release their intracellular content to the 
extracellular space. We demonstrate that extracellular tau is toxic to neuroblastoma cells SH-SY5Y in 
culture. We show that tau interacts with M1 and M3 muscarinic receptors leading to an increase in 
intracellular calcium levels. This molecular mechanism could probably induce neuronal degeneration 
explaining the spreading of AD from the entorhinal cortex and the hippocampus to the cortex in advanced 
stages. The development of tau phosphorylation in the cortex seems critical in the onset of dementia in 
patients with AD. Here, we suggest that cortistatin could contribute to tau hyperphosphorylation in the 
cortex. Cortistatin, a neuropeptide related to somatostatin, is mainly expressed in the cerebral cortex. We 
demonstrate that cortistatin-deficient mice show a decreased tau phosphorylation at Ser262 in the cortex, 
but not in other brain regions tested. Then, we found that cortistatin induces tau phosphorylation at 
Ser262 in cultures of murine cortical neurons. The effect of cortistatin is likely mediated by heteromeric 
receptors composed of somatostatin receptor subtype 2 and 4 and also by protein kinase C signalling. 
Therefore, our results suggest an important role for cortistatin in promoting tau phosphorylation at 
Ser262 in the cortex of patients with AD.  
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1. GENERALIDADES SOBRE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a las 
personas de edad avanzada. Se caracteriza, en su forma típica, por una pérdida progresiva de la 
capacidad cognitiva, acompañada de apatía emotiva y desconexión del entorno. En los estadios 
más avanzados, las capacidades motoras llegan a deteriorarse, pudiendo, en última instancia, 
desencadenar la muerte (Cummings, 2004). La duración de esta enfermedad puede variar entre 
2 y 20 años pues difiere enormemente de un individuo a otro. Dicha progresión depende, en 
gran medida, del grado de avance del deterioro cerebral por muerte neuronal. Los pacientes con 
EA presentan una atrofia notable en las zonas del cerebro relacionadas con la memoria y las 
emociones, como la corteza entorrinal, el hipocampo, la amígdala, el lóbulo frontal y la corteza 
temporal y parietal (Clark et al., 2008). En cambio, el deterioro es menor en la corteza motora y 
sensitiva (Damasio, 1989). De hecho, en las etapas finales de la EA, el número de neuronas del 
hipocampo suele reducirse un 84% (Smith, 2002). En las zonas cerebrales más afectadas por la 
EA, se han identificado dos estructuras aberrantes características: las placas seniles, formadas en 
su mayoría por el péptido β-amiloide, y los ovillos neurofibrilares, compuestos principalmente 
por la proteína tau hiperfosforilada. 
 
 
1.1. Aspectos genéticos y factores de riesgo de la EA 
La EA puede clasificarse en dos tipos según su origen o etiología: la forma esporádica, 
que es la predominante, y la forma familiar autosomal dominante con una incidencia, esta 
última, de menos de 5% (Campion et al., 1999).  
La EA familiar es de aparición temprana (alrededor de los 50 años de edad) y se debe a 
mutaciones puntuales en los genes de la proteína precursora del amiloide (app, cromosoma 21), 
presenilina-1 (ps-1, cromosoma 14) y presenilina-2 (ps-2, cromosoma 1) (Bird, 2008).  
Las mutaciones del gen del app resultan en un aumento en la producción del péptido β-
amiloide o en la agregación de este péptido (Seubert et al., 1993). Muchas de las mutaciones 
puntuales que causan la EA familiar se localizan en las zonas de procesamiento de la α, β y γ-
secretasas (Selkoe, 2001). Los ratones transgénicos que sobre-expresan la proteína APP normal o 
la proteína APP mutada son modelos para el estudio de la EA y desarrollan, de forma 
prematura, placas seniles en su cerebro (Games et al., 1995; Puig et al., 2004; Zhang et al., 1997). 
Los ratones en los que se elimina la expresión del gen de app son viables y no sufren grandes 
alteraciones salvo gliosis y pequeños cambios en el comportamiento (Zheng et al., 1995). Por 
otro lado, la dosis génica elevada presente en el síndrome de Down conlleva una sobre-
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expresión de APP, responsable, en la mayoría de los casos, de padecer EA prematura (Selkoe, 
2001). 
Se han identificado más de 100 mutaciones puntuales en los genes de la presenilina-1 y 2. 
Las mutaciones en el gen de la presenilina-1 son especialmente abundantes puesto que están 
asociadas a más de un tercio de los enfermos de Alzheimer familiar (Hartmann et al., 2007; 
Selkoe, 2001). Existe un 67% de homología entre la presenilina-1 (46 kDa) y la 2 (55 kDa) en la 
secuencia aminoacídica (Laudon et al., 2005; Oh & Turner, 2005; Ratovitski et al., 1997). Los 
ratones en los que se elimina la expresión de los genes presenilina-1 y 2 pierden la actividad de 
la γ-secretasa y no producen β−amiloide (De Strooper & Woodgett, 2003).  
Curiosamente, no se han encontrado mutaciones del gen de tau en los enfermos de 
Alzheimer apoyando así la “hipótesis de la cascada amiloide”, en la que se establece que la 
acumulación de β-amiloide inicia una cascada de reacciones que originan la patología de tau y, 
por último, la muerte neuronal (Hardy, 2002; Hardy et al., 1986). Sin embargo, los portadores de 
mutaciones en el gen de tau padecen otro tipo de demencias conocidas como tauopatías. Estas 
tauopatías se definen como enfermedades neurodegenerativas que presentan depósitos 
filamentosos de tau hiperfosforilado en neuronas y glía y que cursan con aberraciones en el 
procesamiento alternativo de tau, los niveles de tau y su grado de fosforilación. Dentro de las 
tauopatías se incluyen la EA, las demencias frontotemporales, la degeneración corticobasal 
(CBD), la demencia pugilística, la enfermedad de Niemann-Pick, la enfermedad de Creutzfeld-
Jacob, el síndrome de Down, la enfermedad de Pick y la parálisis supranuclear progresiva 
(PSP). Algunas de éstas tienen origen esporádico, como la EA (salvo los casos de Alzheimer 
familiar), y otras familiar o genético, como la demencia frontotemporal con parkinsonismo 
asociada al cromosoma 17 (FTPD-17). Por el momento, se han identificado, al menos, 34 
mutaciones en los exones 1, 9, 10, 11, 12 y 13 del gen de tau en las familias con FTDP-17 
(revisadas recientemente en (Wang & Liu, 2008)). Muchas de estas mutaciones se localizan en la 
región de unión a microtúbulos de tau (exón 10) y se ha visto que pueden provocar una 
reducción en la interacción de tau con los microtúbulos (Hong et al., 1998; Hutton et al., 1998) o 
con otras proteínas (Goedert & Spillantini, 2000). Algunas de estas mutaciones facilitan el 
autoensamblaje de tau en filamentos anormales (Arrasate et al., 1999), reducen las capacidades 
de tau para regular la inestabilidad dinámica de los microtúbulos (Bunker et al., 2006) o afectan 
a la cantidad de tau 4R y 3R (Buee et al., 2000; Glatz et al., 2006; Goedert, 2005; Heutink, 2000; 
Stanford et al., 2003; Yoshida, 2006). Como en la FTDP-17, también se han descrito otras 
mutaciones sin sentido relacionadas con la PSP, la CBD y la enfermedad de Pick (Bugiani et al., 
1999; Delisle et al., 1999; Murrell et al., 1999).  
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La forma esporádica de la EA tiene, probablemente, un origen multifactorial y suele 
aparecer a partir de los 60-65 años de edad. A pesar de que el envejecimiento normal no parece 
ser la causa directa de esta enfermedad, se cree que el mayor factor de riesgo es la edad puesto 
que la incidencia de la EA aumenta de forma exponencial a partir de los 65 años (Jicha et al., 
2008; Jorm & Jolley, 1998; Kawas & Corrada, 2006; Kukull & Bowen, 2002). Otros factores de 
riesgo de la enfermedad son los antecedentes familiares (Evans et al., 1997; Moritz & Petitti, 
1993), la exposición a distintos factores ambientales como pesticidas, metales, toxinas o virus 
(Doty, 2008) y los factores de riesgo vascular (hipertensión, tabaquismo, aterosclerosis, 
obesidad, hipercolesterolemia, diabetes mellitus tipo II, fibrilación auricular) (Ott et al., 1999). 
Algunos trabajos sugieren que la ingesta de vitaminas B12 y folato, antioxidantes como las 
vitaminas C y E, ácidos grasos insaturados y niveles moderados de alcohol podrían reducir el 
riesgo de padecer EA (revisados en (Luchsinger & Mayeux, 2004)).  
Numerosos genes, como los de la interleukina-1, la óxido nítrico sintasa 3 o el citocromo 
CYP2D6, se han asociado con un mayor riesgo de padecer la EA (Hartmann et al., 2007). Entre 
ellos, destaca el estudio del gen de la apolipoproteína E (ApoE). La proteína APOE es la 
encargada del transporte del colesterol en sangre y entre neuronas y astrocitos. El gen de la 
ApoE tiene tres alelos: E3, es el más común, E2, parece proteger a una persona de la EA y E4, 
implica que la enfermedad se inicia a una edad más temprana (Corder et al., 1993; Poirier et al., 
1993; Polvikoski et al., 1995; Raber et al., 2004). La APOE4 parece ser menos eficiente en la 
reutilización de los lípidos de membrana y la reparación neuronal y podría promover la 
formación de placas amiloides alterando el procesamiento del APP (Holtzman et al., 2000; 
Poirier, 1994; Prince et al., 2004). También parece que el gen para la proteína α2-macroglobulina 
(Blacker et al., 1998), implicada en la degradación de β-amiloide, o el gen para SORL1 (Rogaeva 
et al., 2007), que dirige el tráfico del APP en las vías de reciclaje, están relacionados con la 
predisposición a padecer EA. Estudios recientes muestran que un polimorfismo del gen para 
CALHM1 presenta una mayor susceptibilidad para sufrir la EA. La CALHM1 es un canal 
cerebral de calcio que controla los niveles de β-amiloide (Dreses-Werringloer et al., 2008). 
Los estudios genéticos asociados con la EA pueden consultarse en: 
http://www.alzgene.org (Bertram et al., 2007). 
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1.2. Características neuropatológicas de la EA 
Como se mencionó anteriormente, las características histopatológicas más relevantes de la 
EA avanzada son la pérdida sináptica y la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares. 
La aparición de placas seniles parece estar relacionada con la edad, mientras que los ovillos 
neurofibrilares correlacionan con la gravedad de la demencia (Arriagada et al., 1992a; Arriagada 
et al., 1992b).  
 
 
1.2.1. Degeneración del sistema colinérgico 
Aunque la EA se ha asociado con el déficit de diferentes neurotransmisores, es la pérdida 
de inervación colinérgica la que mejor correlaciona con el grado de deterioro cognitivo que 
sufren estos pacientes (Francis et al., 1999; Geula, 1998; Perry et al., 1981). La degeneración de 
las aferencias colinérgicas presentes en la corteza y el hipocampo se traduce en la reducción de 
la recaptación de colina, la disminución de la liberación de acetilcolina y la atrofia de las 
neuronas colinérgicas del septum y del núcleo basal de Meynert (Blusztajn & Berse, 2000; 
Francis et al., 1999). Concretamente, en la corteza entorrinal, más de un 80% de la inervación 
colinérgica puede perderse en los cerebros con EA (Geula & Mesulam, 1996). El deterioro de 
estas estructuras cerebrales, implicadas en la memoria, unido a la disminución notable del nivel 
de la colina acetiltransferasa en el hipocampo y en la corteza de los enfermos de Alzheimer 
(Davies & Maloney, 1976) podrían explicar la pérdida de memoria explícita o declarativa de los 
pacientes sentando así las bases de la “hipótesis colinérgica” (Coyle et al., 1983). De hecho, la 
terapia actual frente a la EA se centra en la restauración de los niveles de acetilcolina mediante 
la administración de inhibidores de la acetilcolinesterasa, como el donepezil, la rivastigmina, la 
galantamina y la tacrina, durante los primeros estadios de la enfermedad, a pesar de que los 
beneficios terapéuticos de la misma sobre las funciones cognitivas siguen siendo discutidos 
(Cummings, 2004; Ladner & Lee, 1998; Raschetti et al., 2007; Trinh et al., 2003). 
Los receptores colinérgicos pueden dividirse en muscarínicos y nicotínicos, basándose en 
la actividad de dos alcaloides agonistas naturales conocidos como muscarina (aislada de la seta 
Amanita muscaria) y nicotina (aislada, a su vez, de la hoja del tabaco Nicotina tabacum). Los 
receptores muscarínicos forman una familia de receptores de membrana metabotrópicos que 
incluye cinco subtipos diferentes (M1-5). Cada subtipo tiene su propia distribución y 
farmacología, siendo capaces de modular respuestas tempranas y tardías (revisadas en 
(Volpicelli & Levey, 2004)). Aunque los cinco subtipos se detectan en el sistema nervioso 
central, la expresión del M5 es extremadamente baja. En la corteza y el hipocampo de humanos, 
predomina la expresión de M1 (Piggott et al., 2002). En el caso del ratón adulto, M1 y M3 
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parecen ser los más abundantes en el hipocampo y la corteza entorrinal (Allen Brain Atlas; 
http://www.brain-map.org/). Los receptores M1, M3 y M5, localizados principalmente en las 
terminales colinérgicas postsinápticas, interaccionan de forma selectiva con las proteínas G de la 
familia Gq/G11, mientras que M2 y M4, presinápticos en su mayoría, activan preferentemente a 
las Gi/G0 (Wess et al., 2007). De este modo, la activación de los receptores M1, M3 y M5 induce 
un incremento del calcio intracelular (Lanzafame et al., 2003). En los cerebros de individuos con 
EA, la cantidad de M2 se ve reducida de forma significativa (Kar et al., 2004). También se ha 
descrito que los enfermos de Alzheimer presentan una pérdida notable de la proteína G 
asociada a los receptores M1 (Hellstrom-Lindahl, 2000; Pavia et al., 1998). Como mencionamos, 
la acetilcolina también puede unirse a los receptores nicotínicos. A diferencia de los 
muscarínicos, estos receptores forman canales ionotrópicos que, al activarse, permiten el paso 
de sodio y calcio, causando una rápida despolarización de la membrana plasmática. Los 
receptores nicotínicos son receptores heterólogos pentaméricos que se componen de dos 
subunidades α y tres β. Existen 16 subtipos diferentes que difieren en su distribución cerebral, 
su estructura y sus características electrofisiológicas y farmacológicas (revisados en (Vazquez-
Palacios & Bonilla-Jaime, 2004)). La corteza cerebral y el hipocampo de los cerebros afectados 
por la EA presentan una reducción en el número de receptores nicotínicos comparados con los 
cerebros control (Francis et al., 1999; Nordberg et al., 1995). 
La acetilcolina ejerce un papel clave en la formación de la memoria declarativa. Durante 
la vigilia, se produce la adquisición y el procesamiento inicial de la información sensorial que 
llega del exterior a la corteza de asociación (lóbulos frontal, parietal y temporal). Más adelante, 
esta información pasa a la corteza entorrinal y, de ahí, al hipocampo (figura 1). El sueño parece 
ser crítico para la consolidación de la memoria (Gais et al., 2007; Stickgold, 2005). Durante el 
sueño, el flujo de información se efectúa en las dos direcciones y en repetidas ocasiones según la 
alternancia de las fases de sueño lento (NREM) y sueño paradójico (REM). En el sueño de ondas 
lentas (SWS), se produce un tránsito de la información que va desde el hipocampo a la corteza 
entorrinal y, de ahí a la corteza. Durante el sueño REM, el flujo de información se realiza en 
sentido contrario. El SWS, que predomina en la primera parte de la noche, parece ser relevante 
para la formación de la memoria declarativa (Gais & Born, 2004a; Gais & Born, 2004b).  
Se ha demostrado que durante el sueño se reactivan las mismas poblaciones neuronales 
del hipocampo que se activaron originalmente durante la adquisición de la memoria. 
(Axmacher et al., 2008; Maquet, 2001; Stickgold et al., 2001). De este modo, la información se 
integra y se almacena a largo plazo en la corteza, especialmente en la corteza prefrontal 
(Frankland & Bontempi, 2005; Takashima et al., 2006; Wiltgen et al., 2004). En la corteza 
entorrinal (Nakazawa, 2006; Yasuda & Mayford, 2006) y el hipocampo (Neves et al., 2008; 
Squire et al., 2004; Suzuki, 2007) se almacena temporalmente la memoria. En apoyo a esta idea, 
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externo
se ha visto que pacientes con daños restringidos a estas zonas muestran amnesia retrógrada o 
incapacidad para formar nuevas memorias (Reed & Squire, 1998; Scoville & Milner, 2000; Squire 
& Zola-Morgan, 1991). La corteza entorrinal es una de las primeras estructuras dañadas en la 
EA (Braak & Braak, 1991). Esta zona cerebral es crítica para la formación de la memoria puesto 
que representa el principal flujo de entrada de información al hipocampo a través de las capas 
superficiales y el mayor flujo de salida del hipocampo a través de las capas profundas (Dolorfo 
& Amaral, 1998; Witter et al., 1989). Se ha visto que los niveles de acetilcolina son altos durante 
la vigilia y el sueño REM y bajos durante el SWS, por tanto se postula que la acetilcolina media 
los cambios de dirección del flujo de información entre las tres estructuras cerebrales implicadas 
en la formación de la memoria mediante la supresión de la transmisión sináptica glutamatérgica 
excitatoria de CA3 a la corteza entorrinal (Buzsaki, 1996; Hasselmo, 1999; Steriade, 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                         
 
Figura 1. Representación esquemática del modelo de la adquisición y consolidación de la memoria.  
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1.2.2. Placas seniles 
Las placas seniles (10-120 μm de diámetro) son depósitos amiloides extracelulares 
(Glenner & Wong, 1984) que también pueden encontrarse en la corteza normal de personas de 
edad avanzada (Maccioni et al., 2001). Estas estructuras pueden ser difusas o pre-amiloides con 
depósitos amorfos de β−amiloide y evolucionar a placas neuríticas compuestas por depósitos 
insolubles de β−amiloide rodeados por neuritas distróficas (axones y dendritas dañadas), 
astrocitos reactivos y microglía activada (Selkoe, 2001). El péptido β-amiloide deriva de los 
cortes proteolíticos secuenciales de la proteína APP realizados por varias proteasas (Kang et al., 
1987; Masters et al., 1985). La célula produce el β-amiloide 40, en mayor cantidad, que el β-
amiloide 42. Este último, al ser más hidrofóbico, puede agregarse y plegarse en hoja β-lámina 
con más facilidad que el β-amiloide 40 e interaccionar con otras proteínas extracelulares que 
podrían propiciar la formación de placas seniles (Citron et al., 1996; Neve et al., 2000). En un 
primer momento, se pensó que las placas eran neurotóxicas pero más tarde se ha propuesto que 
los oligómeros solubles de β−amiloide, capaces de inhibir el LTP hipocampal y dificultar la 
plasticidad sináptica, podrían ser los responsables del inicio de los déficits cognitivos (Rowan et 
al., 2007). También se ha visto que el péptido β-amiloide puede inducir apoptosis in vivo e in 
vitro (Forloni et al., 1993; Selkoe, 2001).  
 
 
1.2.3. Ovillos neurofibrilares 
Los ovillos neurofibrilares (NFT) consisten en inclusiones filamentosas formadas dentro 
del citoplasma perinuclear y, ocasionalmente, presentes en las dendritas proximales de las 
neuronas. También pueden detectarse NFT en las células gliales de algunas enfermedades 
neurodegenerativas como, por ejemplo, la CBD y la PSP (Bergeron et al., 1997). Los hilos del 
neuropilo (NT) se localizan en el interior de los segmentos dendríticos, sin implicar al axón, y 
están formados por unas estructuras filamentosas dispersas. Tras la muerte celular, el material 
insoluble se mantiene y es conocido como ovillos fantasma o también como ovillos 
neurofibrilares extracelulares (eNFT) (Braak & Braak, 1991). Ultraestructuralmente, estas 
alteraciones neurofibrilares contienen filamentos de morfología característica compuestos 
mayoritariamente por la proteína tau hiperfosforilada (Grundke-Iqbal et al., 1986). La gran 
mayoría se denominan filamentos apareados helicoidales (PHF) porque consisten en dos haces 
entrecruzados uno sobre otro con una periodicidad de 65-80 nm y un grosor de 10-30 nm (Kurt 
et al., 1997). También se encuentran, aunque en menor cantidad, otro tipo de filamentos que no 
parecen tener una morfología helicoidal. Éstos son conocidos como filamentos rectos (SF) y 
poseen un diámetro de unos 15 nm (Kurt et al., 1997).  
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Por otro lado, se ha visto que los enfermos de Alzheimer y de otras tauopatías también 
pueden presentar otro tipo de agregados aberrantes de tau, conocidos como cuerpos de Hirano 
(Galloway et al., 1987; Gibson & Tomlinson, 1977). La relevancia de estas estructuras en cuanto 
a la patología de las enfermedades neurodegenerativas sigue sin establecerse. En los cuerpos de 
Hirano, la proteína tau no se encuentra en forma fibrilar y está asociada a filamentos de actina 
(Hirano, 1994).  
En 1991, Braak y Braak (Braak & Braak, 1991) demostraron que la distribución de la 
patología neurofibrilar en la EA sigue un patrón topográfico característico que empieza en la 
corteza transentorrinal (propia de los estadios I y II), progresa hacia la corteza entorrinal, el 
hipocampo, la amígdala y la corteza temporal adyacente (límbico, estadios III y IV) y finaliza en 
el resto de la corteza (estadios V y VI). Este patrón correlaciona con el grado de demencia de 
modo que, los estadios I y II son asintomáticos, los III y IV son propios de los pacientes con 
Deterioro Cognitivo Leve (MCI) y, por último, los enfermos de Alzheimer se encuentran en los 
V y VI (Lovell & Markesbery, 2007). Cabe destacar la importancia de la aparición de la patología 
de tau en la corteza pues representa un momento crítico en el desarrollo de los síntomas 
propios de la enfermedad (Braak & Braak, 1991; Delacourte et al., 1999). Este trabajo junto con el 
que muestra que existe una correlación entre el número de NFT y el grado de demencia de los 
pacientes con EA (Arriagada et al., 1992a; Arriagada et al., 1992b),  relacionan, por primera vez, 
la patología de tau con la progresión de la EA y la muerte neuronal. Este tema está siendo 
discutido en la actualidad puesto que, por el momento, no se sabe si tau induce la muerte 
neuronal debido a una pérdida de función del tau normal o a una ganancia de función de tau 
debida a su toxicidad. Tampoco se sabe cómo se produce el avance de la patología de tau. 
Ambos temas serán tratados a lo largo de esta tesis doctoral. 
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2. LA PROTEÍNA TAU 
 
2.1. Organización proteica 
El gen de tau contiene 16 exones y el procesamiento alternativo de los exones 2, 3 y 10 da 
lugar a seis isoformas distintas en el sistema nervioso central de humanos (figura 2) (Neve et al., 
1986). Las variantes de tau difieren unas de otras por la presencia de 3 o 4 repeticiones en la 
parte carboxilo-terminal de la molécula, codificadas por los exones 9-12, y la presencia o 
ausencia de uno o dos insertos en la parte amino-terminal, codificados por los exones 1 y 3 
(Goedert et al., 1989a; Goedert et al., 1989b). 
La proteína tau se divide en las cuatro regiones siguientes en base a su estructura y su 
función que se detallarán más adelante (figura 2):  
1. Dominio de proyección: Puede contener uno, dos o ninguno de los insertos 
amino-terminales de 29 aminoácidos cada uno (Goedert et al., 1989a; Goedert et al., 1989b). El 
nombre de dominio de proyección viene dado porque esta región se proyecta fuera de la 
superficie del microtúbulo pudiendo interaccionar con otras estructuras y otras proteínas 
(Brandt et al., 1995; Hirokawa et al., 1988). Otra de las funciones atribuidas a este dominio es la 
de mantener el diámetro de los haces de microtúbulos (Chen et al., 1992; Frappier et al., 1994; 
Georgieff et al., 1991). 
2. Región rica en prolinas: Flanquea la región de las repeticiones. Está constituida 
por serinas/treoninas seguidas de prolinas. Estas secuencias constituyen sitios de 
reconocimiento de determinadas quinasas y están implicadas en la regulación funcional por 
fosforilación. 
3. Región de las repeticiones o dominio de unión: Comprende 3 o 4 repeticiones 
casi idénticas de 31 aminoácidos en tándem. Cada repetición está formada por una secuencia 
altamente conservada de 18 aminoácidos seguida de otra zona menos conservada de 13 o 14 
aminoácidos conocida como dominio de inter-repetición (Goedert et al., 1989a). Diversos 
experimentos demuestran que tau se une a la tubulina a través de esta región (Aizawa et al., 
1989; Lee et al., 1989).  
4. Región carboxilo-terminal: Contiene varios residuos susceptibles de 
fosforilación. 
Aunque las seis isoformas presentes en el sistema nervioso central parecen ser 
funcionalmente similares, es muy probable que la distinta composición exónica confiera 
funciones fisiológicas diferentes. De hecho, las isoformas de tau pueden estar distribuidas de 
forma diferencial en subpoblaciones neuronales. Por ejemplo, los mRNAs de tau que contienen 
el exón 10 no se encuentran en células granulares del giro dentado (Goedert et al., 1989a). Los 
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Introducción 
   
   
   
 12
A
du
lto
Fe
ta
l
D
om
in
io
 d
e p
ro
ye
cc
ió
n
D
om
in
io
 d
e u
ni
ón
 a 
m
ic
ro
tú
bu
lo
s 
Re
gi
ón
  c
ar
bo
xi
lo
-te
rm
in
al
Re
gi
ón
 ri
ca
  e
n 
pr
ol
in
as
Re
gi
ón
 ri
ca
  e
n 
pr
ol
in
as
    
    
    
 
1 441
1 410
1 412
1 381
1 383
1 352
2N+3R
1N+4R
1N+3R
0N+4R
0N+3R
2N+4R
A
du
lto
Fe
ta
l
factores que determinan el procesamiento del exón 10 se han estudiado con detalle (D'Souza & 
Schellenberg, 2000; D'Souza & Schellenberg, 2002). Este proceso podría implicar mecanismos de 
fosforilación de factores de transcripción como el SC35 tras la activación de la glucógeno 
quinasa 3β (GSK3β) (Hernandez et al., 2004). Por otro lado, la expresión de las distintas 
isoformas de tau varía durante el desarrollo: en estadios fetales, tan sólo la isoforma 3R sin 
insertos está presente (Goedert & Jakes, 1990), sin embargo, durante la etapa adulta se detectan 
las seis isoformas (Hong et al., 1998). Como las isoformas con 4 repeticiones se unen con mayor 
afinidad a los microtúbulos que las de 3 (Lee et al., 1989), la presencia de 3 repeticiones en 
estadios tempranos del desarrollo podría conferir al citoesqueleto la plasticidad necesaria para 
la formación de sinapsis y la migración neuronal (Goedert & Jakes, 1990).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                    
 
Figura 2. Estructura de las diferentes isoformas de la proteína tau humana presentes en el sistema 
nervioso central. El procesamiento alternativo del transcrito primario de tau genera seis isoformas 
distintas que difieren unas de otras por la presencia o ausencia de uno o dos insertos (0N, 1N o 2 N) y por 
la presencia de 3 o 4 repeticiones (3R o 4R). De modo que las seis isoformas de tau son: 2N+4R; 1N+4R; 
0N+4R; 2N+3R; 1N+3R; 0N+3R o tau fetal. Estas isoformas contienen entre 352 y 441 aminoácidos y sus 
pesos moleculares varían entre 45 y 62 kDa (Goedert et al., 1989a; Goedert et al., 1989b). 
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La proteína tau sufre diversas modificaciones postraduccionales como la fosforilación, la 
glicosilación, la glicación, la ubiquitinación, la deaminación, la oxidación, la sumoización, la 
nitración o la truncación entre otras (revisadas detalladamente en (Avila et al., 2004; Gong et al., 
2005; Wang & Liu, 2008)). La glicación sólo se detecta en situaciones patológicas. El resto de 
modificaciones postraduccionales pueden detectarse en condiciones normales pero en niveles 
bajos. Los niveles de estas modificaciones se ven incrementados de forma notable en las 
enfermedades neurodegenerativas (Khatoon et al., 1994). Debido a la complejidad de las 
isoformas de tau es habitual visualizar en un western blot múltiples bandas inmunoreactivas con 
distinto peso molecular aparente. En SDS-PAGE, los PHF purificados a partir de cerebros de EA 
dan lugar a tres bandas mayoritarias a la altura de 60, 64 y 68 kDa y otra minoritaria de 72 kDa 
(Greenberg & Davies, 1990; Greenberg et al., 1992; Grundke-Iqbal et al., 1986). Por el contrario, 
cuando las muestras que contienen los PHF se tratan con fosfatasa alcalina y se analizan por 
western blot se detectan seis bandas que se corresponden con las seis isoformas mayoritarias de 
la proteína tau (Goedert & Jakes, 1990).  
 
 
2.2. Distribución 
En cerebro humano adulto y mediante el uso de la técnica de hibridación in situ e 
inmunohistoquímica, tau se detecta en distintas regiones que incluyen la corteza, el hipocampo, 
el tálamo, el estriado y el cerebelo (Goedert et al., 1989b; Trojanowski et al., 1989) siendo más 
abundantes, en todos los casos, las isoformas de 3 repeticiones frente a las de 4 (Goedert et al., 
1989b). Al parecer, los niveles de tau soluble disminuyen con la edad aproximadamente un 14% 
por década a partir de los 20 años de edad (Mukaetova-Ladinska et al., 1993; Mukaetova-
Ladinska et al., 1996). Esta disminución es especialmente importante en la corteza frontal y el 
hipocampo y es más pronunciada en los casos con EA (Mukaetova-Ladinska et al., 1993; 
Mukaetova-Ladinska et al., 1996). En ratón, tau se expresa en la corteza y el hipocampo, 
también en cerebelo aunque en menor cantidad (Santa-Maria et al., 2005). La distribución de tau 
en la corteza cerebral humana se centra en las células piramidales predominantemente en las 
capas más profundas (Goedert et al., 1989b; Kosik et al., 1989). En el hipocampo, las isoformas 
de tau con 3 repeticiones se detectan en las células piramidales de CA y del subiculum y en las 
granulares del giro dentado, en cambio, como se mencionó anteriormente, las variantes de 4 
repeticiones sólo aparecen en las piramidales (Goedert et al., 1989b). 
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La proteína tau se encuentra mayoritariamente en las neuronas (Goedert et al., 1989b; 
Kosik et al., 1989), aunque también puede estar presente en las células gliales en algunas 
enfermedades neurodegenerativas (Arrasate et al., 1997; Chin & Goldman, 1996; Shin et al., 
1992). A nivel sub-celular, tau se localiza en el citoplasma, preferentemente en los axones 
(Goedert et al., 1989b; Kosik et al., 1989), y puede estar asociado a las mitocondrias (Rendon et 
al., 1990), a los ácidos nucleicos (Hua et al., 2003; Kampers et al., 1996) y a la membrana 
plasmática (Brandt et al., 1995).  
La fosforilación de tau afecta a su distribución celular en el cerebro adulto y en las 
neuronas en desarrollo. Por ejemplo, tanto la unión de tau a los microtúbulos como su 
interacción con la membrana plasmática están reguladas por fosforilación (Arrasate et al., 2000; 
Lindwall & Cole, 1984). Además, en las neuronas en desarrollo se ha descrito que el tau 
fosforilado en la región rica en prolinas se encuentra en su mayoría en el compartimento 
somatodendrítico y el desfosforilado en la región distal del axón (Dotti & Banker, 1987). En el 
cerebro de los pacientes con EA y otras tauopatías, la distribución mayoritaria de tau deja de ser 
axonal, en este caso, la proteína tau hiperfosforilada forma agregados que se localizan en el 
compartimento somatodendrítico (Buee et al., 2000).  
 
 
2.3. Funciones fisiológicas de tau 
 
2.3.1. Ensamblaje y estabilización de los microtúbulos 
La proteína tau pertenece a la familia de proteínas asociadas a microtúbulos (MAP) y se 
caracterizó por primera vez como un factor de ensamblaje de microtúbulos (Cleveland et al., 
1977; Fellous et al., 1977; Weingarten et al., 1975; Witman et al., 1976). El tau, que es 
especialmente abundante en los axones de las neuronas, parece ser esencial en la iniciación y la 
elongación de los microtúbulos y en su posterior estabilización (Caceres & Kosik, 1990; Drubin 
& Kirschner, 1986). Estudios sucesivos de microinyección de tau en fibroblastos demostraron in 
vivo que tau se asocia a la tubulina induciendo su polimerización y la estabilización de los 
microtúbulos sin ser capaz de cambiar la morfología celular (Drubin & Kirschner, 1986). Sin 
embargo, la expresión de tau en células Sf9 de ovario de insecto mediante infección con un 
vector baculoviral sí altera la forma redondeada característica de estas células e induce la 
formación de largas extensiones citoplasmáticas similares a los axones neuronales (Knops et al., 
1991; Knowles et al., 1994). Además, en este mismo modelo celular, se ha visto que tau 
proporciona estabilidad a los microtúbulos y protege frente al nocodazol (Baas et al., 1994). 
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En relación con lo anterior, también cabe destacar el papel de tau en el crecimiento 
neurítico (Drubin et al., 1985; Ferreira et al., 1989) y en la polaridad neuronal (Caceres & Kosik, 
1990). En células PC12 y en neuronas de cerebelo se observó un aumento de la expresión de 
tubulina y de tau durante la elongación axonal y dendrítica (Drubin et al., 1985; Ferreira et al., 
1989). Posteriormente, Cáceres et al. (1990) demostraron que la inhibición de la expresión de tau 
en neuronas cerebelares mediante el uso de oligonucleótidos antisentido impedía la formación 
del axón a pesar de la correcta extensión de las neuritas exploratorias (Caceres & Kosik, 1990). 
Tau se une a los microtúbulos a través de las repeticiones del dominio de unión a 
tubulina (Lee et al., 1989; Trinczek et al., 1999). En condiciones fisiológicas, tau está en constante 
equilibrio dinámico de unión y desunión de los microtúbulos. Y se cree que este equilibrio está 
controlado principalmente por el estado de fosforilación de tau. La afinidad de tau por los 
microtúbulos es mayor si la región carboxilo-terminal de tau está fosforilada. En cambio, ocurre 
lo contrario si la fosforilación de tau se localiza en el dominio de unión a microtúbulos o en la 
región rica en prolinas, aunque el efecto de la fosforilación en esta última zona es menor 
(Biernat et al., 1993; Biernat & Mandelkow, 1999; Drewes et al., 1995; Liu et al., 2007; Wang et al., 
2007). Por otro lado, se ha demostrado que, aunque una única repetición es capaz de unirse a la 
tubulina (Lee et al., 1989), la secuencia con mayor capacidad de unión a los microtúbulos está 
constituida por la primera repetición, la siguiente interrepetición y la segunda repetición 
(región R1-R2) (Goode et al., 1997). Recientemente, distintos grupos postulan que las 
repeticiones de tau se unen a bolsillos específicos de β-tubulina en la superficie interna de los 
microtúbulos. Las regiones ricas en prolina, cargadas positivamente, parecen unirse 
fuertemente a la superficie de los microtúbulos que están cargados negativamente y el dominio 
de proyección, de carga negativa, forma “ramificaciones” en la superficie de los microtúbulos 
debido posiblemente a repulsiones electrostáticas (Amos, 2004; Kar et al., 2003). De este modo, 
el dominio de proyección podría mantener un espaciamiento entre los microtúbulos del axón 
gracias a su interacción con otras proteínas, como las de los neurofilamentos (Chen et al., 1992; 
Frappier et al., 1994; Georgieff et al., 1991). En apoyo a esta idea y teniendo en cuenta que la 
isoforma de tau del sistema nervioso periférico es mayor (Couchie et al., 1992), se ha descrito 
que el diámetro axonal en el sistema nervioso periférico es mayor respecto al del sistema 
nervioso central (Georgieff et al., 1991).  
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2.3.2. Transporte axonal 
Diversos trabajos sostienen que tau podría tener un papel en el control del transporte 
axonal de moléculas de señalización, factores tróficos e incluso orgánulos celulares, como 
mitocondrias o vesículas (revisado en (Ballatore et al., 2007)). También se sugiere que ciclos 
frecuentes de unión y desunión de tau de los microtúbulos (que se corresponde con 
fosforilaciones y desfosforilaciones respectivamente) pueden ser necesarios para que el 
transporte axonal sea efectivo. El dominio de unión a tubulina de tau parece competir con la 
proteína motora quinesina en la unión a los microtúbulos provocando un descenso en el 
transporte axonal anterógrado (Ebneth et al., 1998; Stamer et al., 2002; Trinczek et al., 1999). La 
sobre-expresión de tau en células neuronales y no neuronales altera la morfología celular y la 
distribución de varios orgánulos que necesitan el transporte axonal vía quinesina (Ebneth et al., 
1998; Trinczek et al., 1999). Este transporte anterógrado parece estar regulado por fosforilación 
de tau mediada por GSK3β (Tatebayashi et al., 2004). También se ha descrito que la sobre-
expresión de tau inhibe el transporte del APP y que éste se acumula en el soma neuronal 
(Stamer et al., 2002). Sin embargo, datos recientes ponen en duda el papel de tau en el 
transporte axonal (Yuan et al., 2008). Este trabajo demuestra que el transporte axonal no se ve 
afectado por la sobre-expresión o la falta de tau en la retina murina (Yuan et al., 2008).  
 
 
2.3.3. Otras interacciones 
Al margen de la unión de tau a la tubulina, la proteína tau también puede interaccionar 
con otras estructuras o proteínas diversas pudiendo llegar a tener un papel desconocido en una 
gran variedad de funciones.  
El dominio de unión a tubulina de tau interacciona con la PS-1 y ésta, a su vez, se une a 
GSK3β. Estos datos sugiren que PS-1 facilita la fosforilación de tau favoreciendo la 
aproximación del sustrato a la enzima (Takashima et al., 1998). También se ha visto que el 
dominio de unión a tubulina de tau está implicado en la interacción con la histona desacetilasa 6 
(Ding et al., 2008). Esta enzima, implicada en neurodegeneración (Olzmann et al., 2007; Pandey 
et al., 2007), es clave en la regulación de la dinámica de la red citoesquelética (Gao et al., 2007; 
Tran et al., 2007; Zhang et al., 2007) y en el control de varias respuestas celulares al estrés 
(Boyault et al., 2007; Kawaguchi et al., 2003; Kwon et al., 2007).  
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El dominio de proyección de tau se proyecta fuera de la superficie del microtúbulo e 
interacciona con otros elementos (Brandt et al., 1995; Hirokawa et al., 1988). De hecho, se ha 
propuesto que los insertos de este dominio, ricos en residuos ácidos, podrían unir cationes tales 
como el hierro (Arrasate et al., 1997). Otros motivos identificados en esta región incluyen la 
secuencia KKXK que está implicada en la unión a heparina (Arrasate et al., 1997). 
Las secuencias PXXP, presentes en la región rica en prolinas de tau, podrían estar 
involucradas en la interacción de tau con dominios SH3 de proteínas como las familias de 
tirosinas quinasas fyn o src (Jenkins & Johnson, 1998; Lee et al., 1998). Esta región podría estar 
implicada en la unión de tau a proteínas asociadas a la membrana plasmática (Arrasate et al., 
2000; Brandt et al., 1995). La fosforilación de tau regula la unión de tau a las proteínas con SH3 
puesto que estudios in vitro muestran que la unión de tau fosforilado a estas proteínas es menor 
que en el caso del tau no fosforilado (Reynolds et al., 2008). También se ha visto que no se 
produce unión en presencia de tau hiperfosforilado aislado de cerebros humanos con EA 
(Reynolds et al., 2008). Estos datos sugieren que tau podría estar implicado en la transducción 
celular de señales y que ésta podría verse afectada en la EA. En apoyo a lo anterior, se ha 
descrito que un ratón deficiente en tau presenta un incremento en la expresión del factor de 
transcripción c-fos (Oyama et al., 2004). La unión de tau a las proteínas de las familias fyn o src 
podría resultar en la fosforilación de tau en tirosina (Lee, 2005; Lee et al., 1998).  
Se sabe muy poco sobre el posible papel de tau como regulador de la expresión génica en 
el núcleo. Antes de ser transportado al núcleo, la proteína tau se fosforila en el citosol 
(Greenwood et al., 1997). El tau se ha detectado en el núcleo celular, principalmente en células 
en división (Brady et al., 1995) y, se cree que, en el núcleo, el tau se une al DNA inhibiendo su 
amplificación (Li et al., 2005). Esta unión depende del estado de agregación de tau y, sin 
embargo, no depende de su nivel de fosforilación (Hua & He, 2002). La interacción de tau con 
las mitocondrias, la membrana plasmática y los ácidos nucleicos sugiere que tau puede actuar 
como un mediador entre los microtúbulos y estos orgánulos (Hua et al., 2003). 
En definitiva, la proteína tau parece contribuir directa o indirectamente sobre la 
modulación estructural y reguladora de funciones celulares siendo de vital importancia su 
acción sobre la red de microtúbulos para mantener la morfología apropiada de las neuronas y 
su correcto funcionamiento.  
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2.4. Agregación patológica de tau. Hiperfosforilación. 
En condiciones patológicas, como se ha explicado, se altera el equilibrio dinámico de la 
unión de tau a los microtúbulos provocando un aumento anormal del nivel de tau libre en el 
interior neuronal. A pesar de que tau es una proteína soluble debido a su alto contenido en 
residuos hidrofílicos (Lee et al., 1988), el aumento de la concentración de tau citosólico podría 
favorecer el cambio de conformación de tau a una conformación patogénica “mal plegada” que 
predispone a la agregación (Ballatore et al., 2007). Además, dado que tau es bastante propenso a 
interaccionar con otras estructuras –sobre todo, cuando no está unido a los microtúbulos-, ésto 
también podría favorecer su mal plegamiento y su ensamblaje. Primero, se forman pequeños 
agregados de tau no fibrilares (Maeda et al., 2007; Sahara et al., 2007), un material insoluble que 
se infiltra progresivamente en el citoplasma y, ocasionalmente, en las dendritas proximales 
formando, más adelante, las características inclusiones filamentosas de NFT (Galvan et al., 
2001).  
Se han descrito diversas causas que podrían provocar o contribuir al aumento de la 
concentración de tau libre. Estos factores incluyen un aumento de la fosforilación de tau en los 
residuos de serinas y treoninas (Andersen, 2004; Moreira et al., 2005; Rapoport et al., 2002). Esta 
fosforilación parece ser un paso previo al ensamblaje de la proteína si se localiza en el dominio 
de unión a microtúbulos de tau (Perez et al., 2000; Schneider et al., 1999). Por el contrario, la 
polimerización se ve impedida si la fosforilación de tau se sitúa en la región rica en prolinas o 
en el extremo carboxilo-terminal (Alonso Adel et al., 2004; Liu et al., 2007). 
De entre los 79 residuos de serina o treonina susceptibles de fosforilación en la isoforma 
humana de tau de mayor longitud, más de 30 han sido identificados en los cerebros con EA 
utilizando anticuerpos frente a tau dependientes de fosforilación, espectrometría de masas y 
secuenciación (figura 3) (Hanger et al., 1998; Hanger et al., 2007; Hasegawa et al., 1992; 
Morishima-Kawashima et al., 1995; Wang & Liu, 2008). Aunque estos sitios se localizan 
principalmente en la región rica en prolinas y la región carboxilo-terminal de tau, la 
estabilización de los microtúbulos se ve afectada en mayor grado por la hiperfosforilación de 
tau en los sitios situados en la región de unión a los microtúbulos como la Ser262, Ser285, 
Ser305, Ser324, Ser352 y Ser356 (Cho & Johnson, 2003; Drewes et al., 1995; Sengupta et al., 1998; 
Singh et al., 1996). La detección en el fluido cerebroespinal (CSF) de hiperfosforilación de tau o 
de aumento en los niveles de tau total puede utilizarse como marcador de la 
neurodegeneración. Concretamente, la fosforilación de tau en la Thr231 y la Thr181 detectada 
en el CSF de los pacientes con MCI parece estar asociada con el futuro desarrollo de la EA (Arai 
et al., 2000; Buerger et al., 2002a; Buerger et al., 2002b; Hansson et al., 2006). Estos datos sugieren 
que la fosforilación en esos sitios está relacionada con el inicio del proceso patológico de la EA. 
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Figura 3. Representación de los sitios principales de hiperfosforilación de la mayor isoforma de la 
proteína tau identificados en los cerebros con EA. Se señalan los anticuerpos específicos dependientes de 
fosforilación, a excepción del anticuerpo tau-1, que reconoce la secuencia de aminoácidos 189-207 
desfosforilados de la proteína tau (Gong et al., 2005; Gotz et al., 2001; Hanger et al., 1998; Hanger et al., 
2007; Hasegawa et al., 1992; Morishima-Kawashima et al., 1995; Wang & Liu, 2008). 
 
 
 
El nivel de fosforilación de tau es la consecuencia del balance entre la fosforilación por 
quinasas y la desfosforilación por fosfatasas. 
 
 
2.4.1. Quinasas 
Las quinasas capaces de fosforilar estos sitios se dividen en dos grupos (Baudier et al., 
1987; Correas et al., 1992; Drewes et al., 1992; Goedert et al., 1997; Hanger et al., 1992; 
Morishima-Kawashima et al., 1995):   
- las quinasas dirigidas por prolinas, como la GSK3β (Ishiguro et al., 1992), la quinasa 
dependiente de ciclina 5 (CDK5) (Hosoi et al., 1995), la MAP quinasa (p38), la quinasa c-Jun 
NH2-terminal (JNK) y otras quinasas activadas por estrés (Atzori et al., 2001; Buee-Scherrer & 
Goedert, 2002; Ferrer et al., 2001). Estas quinasas reconocen una secuencia de serina/treonina 
seguida por prolina (Ser-Pro y Thr-Pro) y generalmente fosforilan a tau en las regiones ricas en 
prolinas adyacentes a la región de las repeticiones de la molécula. En estas regiones se sitúan la 
mayoría de los residuos fosforilados de tau. 
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- las quinasas no dirigidas por prolinas, como la proteína quinasa A (PKA) (Scott et al., 
1993; Sironi et al., 1998), la proteína quinasa C (PKC) (Correas et al., 1992; Gomez-Ramos et al., 
2003), la calmodulina quinasa II (CaMKII) (Bennecib et al., 2001; Sironi et al., 1998), las quinasas 
reguladoras de afinidad entre MAPs (MARK) (Drewes et al., 1997) o la caseína quinasa II (CKII) 
(Correas et al., 1992). Estas quinasas fosforilan a tau en el dominio de unión a tubulina, salvo la 
CKII que modifica residuos cercanos a los insertos del dominio de proyección (Greenwood et 
al., 1994). 
De entre las quinasas implicadas en la hiperfosforilación anómala de tau, cabe destacar el 
papel relevante de la GSK3β y su importancia como posible diana terapéutica (Mazanetz & 
Fischer, 2007). GSK3β fosforila a la proteína tau en sitios comunes a los PHF en células en 
cultivo (Lovestone et al., 1996) y colocaliza con tau fosforilado en cerebros de pacientes con la 
EA (Shiurba et al., 1996). Además, la relación entre la sobre-expresión de GSK3 y la 
hiperfosforilación de tau ha sido establecida en distintos modelos animales (Engel et al., 2006a; 
Engel et al., 2006b). También se ha visto que la inhibición de GSK3 con litio no sólo reduce la 
fosforilación de tau in vivo, sino que también disminuye el nivel de agregación de tau, 
comparado con los controles (Noble et al., 2005). Por otro lado, se ha establecido una conexión 
entre el péptido β-amiloide y la fosforilación de tau. Al parecer, el efecto neurotóxico del 
péptido β-amiloide podría deberse a una activación de GSK3 y el resultante aumento de la 
fosforilación de tau (Alvarez et al., 1999; Ferrari et al., 2003). De hecho, el litio provoca una 
reducción de la producción de β-amiloide en modelos murinos de la EA (Phiel et al., 2003). 
 
 
2.4.2. Fosfatasas 
En los cerebros humanos con EA, muchos de los sitios fosforilados se desfosforilan más 
lentamente durante el periodo post-mortem que en el caso de los cerebros control (Garver et al., 
1994; Matsuo et al., 1994). Estos resultados sugieren que, en la EA, la actividad de las fosfatasas 
(PP) es menor. Esta hipótesis se comprobó posteriormente puesto que se vio que la expresión, 
cantidad y actividad de la PP2A se reducen significativamente en las zonas cerebrales afectadas 
por la EA, como la corteza y el hipocampo, a diferencia de lo que ocurre en las regiones no 
afectadas, como el cerebelo, o en los individuos controles (Loring et al., 2001; Sontag et al., 2004; 
Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001).  
A pesar de que se han identificado diversas fosfatasas (PP) en el cerebro (PP1, PP2A, 
PP2B (o calcineurina), PP2C y PP5), la PP2A parece ser la más relevante en la regulación del 
estado de fosforilación de tau en la EA (Bennecib et al., 2001; Goedert et al., 1995; Liu et al., 2005; 
Saito et al., 1995; Sontag et al., 1996). Se ha comprobado que la inhibición de PP2A con ácido 
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okadaico provoca hiperfosforilación de tau en sitios comunes a los que se encuentran en la EA. 
Ésto no ocurre cuando se inhibe selectivamente a la PP2B con ciclosporina A (Sontag et al., 
1999). Al parecer, la menor actividad de PP2A contribuye a la hiperfosforilación de tau no sólo 
por una menor tasa de desfosforilación de tau sino también por la activación de distintas 
quinasas como la CamKII, MAP quinasas y quinasas activadas por estrés (Bennecib et al., 2001; 
Kins et al., 2003; Pei et al., 2003). La PP2A también parece estar implicada en ciertos casos de 
FTDP-17. Las mutaciones de estos pacientes, localizadas en el dominio de unión de tau, 
dificultan la unión de la PP2A a tau y, de este modo, se favorece la hiperfosforilación anómala 
de tau (Goedert & Spillantini, 2000).  
 
Como mencionamos, la EA se inicia en la región entorrinal (Braak & Braak, 1991) 
extendiéndose posteriormente a la zona límbica y a la corteza, siendo la patología en la corteza 
la que da lugar a la demencia. En la corteza, las señales (activación de quinasas y fosfatasas) que 
podrían promover la patología de tau podrían tener una cierta especificidad. Por ello, se ha 
pretendido analizar si péptidos presentes en la corteza, como la cortistatina, podrían jugar 
algún papel en la patología de tau. 
 
 
3. LA CORTISTATINA  
 
3.1. Identificación 
En 1996, el grupo del Dr. de Lecea aisló un clon de cDNA de una nueva proteína a partir 
de una librería de sustracción de hipocampo de rata (de Lecea et al., 1996). La secuencia 
nucleotídica predecía una proteína putativa de 112 aminoácidos que llamaron 
preprocortistatina debido a su patrón de expresión mayoritario en la corteza cerebral (de Lecea 
et al., 1996). Esta proteína comparte homologías estructurales con la preprosomatostatina (de 
116 residuos) y el extremo carboxilo-terminal es la única zona que comparte secuencia 
aminoacídica (de Lecea et al., 1996). El corte de la secuencia señal (secuencia hidrofóbica de 27 
residuos), en el extremo amino-terminal de la preprocortistatina, produce la procortistatina. 
Esta proteína es sustrato de prohormona-convertasas que reconocen secuencias con un tándem 
de residuos básicos (KR; KK) y que originan cortistatina-29, -14 o -13 (de Lecea et al., 1996; de 
Lecea et al., 1997b). Cabe destacar que la cortistatina-13 no está relacionada con ningún 
producto conocido. La cortistatina-29 y -14 se producen aproximadamente en cantidades 
similares y, aunque la cortistatina-14 se libera preferentemente al exterior celular, por el 
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momento, aún no se han descrito funciones biológicas específicas para cada una de ellas 
(Galanopoulou et al., 1993). 
Posteriormente, se obtuvo el cDNA que codifica para la preprocortistatina de ratón, de 
humano y de rana (de Lecea et al., 1997a; Fukusumi et al., 1997; Tostivint et al., 2006). En ratón, 
se identificaron tan sólo dos sitios putativos de corte (R; KK) que originan la cortistatina-44 y la 
cortistatina-14 (de Lecea et al., 1997b). La secuencia nucleotídica humana presenta un menor 
grado de identidad con la de rata (71%). La preprocortistatina humana puede ser procesada en 
varios sitios dando cortistatina-29, -17, -21 y -31 (de Lecea et al., 1997b; Fukusumi et al., 1997). 
La cortistatina-21 y -31 no están conservadas en otras especies. Este proceso es análogo al de la 
preprosomatostatina y la prosomatostatina que originan la somatostatina-28 y -14 (Brazeau et 
al., 1973; Epelbaum et al., 1994; Spier & de Lecea, 2000). Más tarde, la presencia de cortistatina-
14 se demostró in vivo mediante el uso de la técnica de HPLC en los ratones modificados 
genéticamente que no expresan somatostatina (Ramirez et al., 2002).  
 
 
3.2. Estructura del péptido y del gen de la cortistatina 
La cortistatina-14 comparte 11 de sus 14 aminoácidos con la somatostatina-14 incluyendo 
dos cisteínas que le proporcionan al péptido una estructura cíclica y la secuencia FWKT, crítica 
en la unión con los receptores de somatostatina (figura 4) (Spier et al., 2005; Veber et al., 1979). 
En rata y ratón, las secuencias aminoacídicas de la cortistatina están altamente conservadas, sin 
embargo, el péptido humano contiene tres aminoácidos más en el extremo amino-terminal y 
una arginina es sustituida por una lisina (cortistatina-17) (de Lecea et al., 1997b). La distribución 
y las propiedades biológicas de la cortistatina humana son similares a las de roedores 
(Fukusumi et al., 1997).  
A pesar de las similitudes con la somatostatina, la secuencia nucleotídica y la localización 
cromosómica (de Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 1997b) indican que la cortistatina y la 
somatostatina provienen de genes distintos. El gen de ratón para la cortistatina se sitúa en el 
cromosoma 4 (se corresponde con la región 1p36 de humanos) y el de somatostatina en el 16 
(3q28 de humanos) (Spier & de Lecea, 2000). El gen de preprocortistatina contiene dos exones y 
un intrón, como el de preprosomatostatina (Spier & de Lecea, 2000).  Se ha demostrado que los 
genes de somatostatina y de cortistatina provienen de la duplicación de un mismo gen ancestral 
de la familia de la urotensina (Tostivint et al., 2006). 
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Figura 4. Estructura de la cortistatina-17, la cortistatina-14 y la somatostatina-14. Las secuencias FWKT 
son claves en la unión con los receptores de somatostatina (Spier et al., 2005; Veber et al., 1979). 
 
 
 
3.3. Expresión de la cortistatina 
Las zonas del cerebro de ratón y rata adultos con mayor expresión de preprocortistatina 
son la corteza y el hipocampo según los resultados obtenidos utilizando las técnicas de northern 
blot e hibridación in situ (de Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 1997b). Como mencionamos, 
ambas áreas cerebrales son especialmente vulnerables en la EA (Braak & Braak, 1991). Otras 
zonas del cerebro presentan cortistatina en menor cantidad: el bulbo olfatorio, el estriado, la 
amígdala y el núcleo periventricular hipotalámico (de Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 1997b). 
El nivel de expresión de somatostatina en este último núcleo es especialmente elevada (Patel, 
1999). 
El mayor número de células con cortistatina se encuentra en la corteza cerebral, 
especialmente en las capas II-III y VI y no se detecta expresión de cortistatina en la capa I (de 
Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 1997b). La distribución de preprocortistatina no es uniforme en 
todas las áreas corticales: los niveles de cortistatina más altos se encuentran en la corteza 
visual/temporal y los más bajos en la corteza somatosensorial. La cortistatina también se 
expresa en la corteza piriforme y entorrinal (de Lecea et al., 1997a). En el hipocampo de ratón y 
rata, la cortistatina se detecta en el subiculum y CA1, algo menos en CA3 y, en niveles más 
bajos, en la capa granular del giro dentado (de Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 1997a; de Lecea 
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et al., 1997b). La distribución de la preprocortistatina descrita mediante el uso de hibridación in 
situ ha sido confirmada por inmunohistoquímica en cerebro de rata (de Lecea, 2007).  
La preprosomatostatina se expresa en el stratum oriens y stratum radiatum de CA, el 
subiculum y la corteza (Braun et al., 1998). Posteriormente, mediante PCR cuantitativa en 
muestras de cerebro humano, se vio que la somatostatina se expresa en las mismas zonas 
cerebrales (corteza frontal, hipocampo, puente y tronco cerebral, enumeradas de mayor a menor 
abundancia) que la cortistatina (Dalm et al., 2004). Sin embargo, a diferencia de la cortistatina, la 
somatostatina se detecta en todos los casos en mayor cantidad (Dalm et al., 2004). 
Experimentos de doble hibridación in situ en ratón y rata muestran que la cortistatina sólo 
se expresa en interneuronas GABAérgicas inhibitorias (de Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 
1997a; de Lecea et al., 1997b). Las neuronas que expresan cortistatina pertenecen a la 
subpoblación de interneuronas GABAérgicas que expresan calbindina y parvalbúmina 
(proteínas de unión a calcio) (de Lecea et al., 1997a). A pesar de que la somatostatina también se 
expresa en interneuronas GABAérgicas (Esclapez & Houser, 1995; Kosaka et al., 1988), menos 
de la mitad de las neuronas que expresan cortistatina en la corteza y el hipocampo de rata 
presentan también somatostatina, y aproximadamente un cuarto de las células con 
somatostatina expresan cortistatina (de Lecea et al., 1997a). De modo que la somatostatina y la 
cortistatina comparten un patrón de expresión parcialmente solapado (de Lecea et al., 1997a). 
El patrón de expresión de la cortistatina parece ser más amplio de lo que en un principio 
se pensó. Se ha demostrado que la cortistatina, como la somatostatina aunque en menor 
cantidad, también se expresa en tejidos humanos periféricos como en: riñón, estómago, colon, 
testículos, pulmón y distintos tumores (Dalm et al., 2004; Ejeskar et al., 2000). Cabe destacar que 
la cortistatina, a diferencia de la somatostatina, se encuentra en células y tejidos humanos del 
sistema inmune (Dalm et al., 2004; Dalm et al., 2003). En definitiva, estos datos sugieren que la 
cortistatina también tiene una función en tejidos periféricos siendo notable su papel en el 
sistema inmune (Dalm et al., 2004; Dalm et al., 2003). 
La preprocortistatina comienza a expresarse en los cerebros de ratas de entre 5 y 10 días 
de edad, alcanzando los máximos niveles de expresión en torno a los 15 días de edad, y, 
posteriormente, la intensidad de la expresión se reduce progresivamente durante la edad adulta 
(de Lecea et al., 1997a). La cortistatina podría estar modulando el establecimiento de las 
conexiones sinápticas en la corteza y el hipocampo durante el desarrollo puesto que su patrón 
de expresión correlaciona con la maduración de interneuronas corticales. La aplicación de 
cortistatina-14 en rodajas de hipocampo adulto no parece afectar a las medidas de excitabilidad 
de las células granulares, sin embargo, en ratas P15, la amplitud de las respuestas eléctricas 
sinápticas (PS) se ve reducida (de Lecea et al., 1997a). De igual forma, se ha descrito una 
expresión transitoria de la somatostatina en la corteza de rata en desarrollo sugiriendo también, 
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un papel relevante de la somatostatina en la diferenciación y la formación de sinapsis 
(Cavanagh & Parnavelas, 1988; Parnavelas & Cavanagh, 1988). Los estudios de 
inmunocitoquímica y autorradiografía muestran que la expresión máxima de somatostatina se 
detecta a las dos semanas de edad y ésta disminuye progresivamente hasta alcanzar los niveles 
del individuo adulto (Cavanagh & Parnavelas, 1988; Parnavelas & Cavanagh, 1988). 
Durante el envejecimiento normal, los niveles de preprocortistatina en el hipocampo de 
ratones aumentan (Winsky-Sommerer et al., 2004) mientras que la expresión de la somatostatina 
parece disminuir en humanos y en primates (Hayashi et al., 1997; Lu et al., 2004). Estos datos 
sugieren un papel diferencial de ambos neuropéptidos en el envejecimiento.  
 
 
3.4. Receptores de somatostatina 
La cortistatina se une a los cinco subtipos conocidos de receptores para la somatostatina 
(sst1-5 según la nomenclatura de la IUPHAR (Hoyer et al., 1995)) (de Lecea et al., 1996; 
Fukusumi et al., 1997). La cortistatina-14 de roedores y la cortistatina-17 de humanos desplazan 
la unión de la 125I-somatostatina-14 a los cinco receptores de somatostatina humanos clonados 
en líneas de células transfectadas (Criado et al., 1999; Fukusumi et al., 1997) y en tejido humano 
del timo (Dalm et al., 2003) con afinidades similares a las de la somatostatina en el rango del 
nanomolar. Como la somatostatina y la cortistatina comparten un patrón de expresión 
parcialmente solapado, en algunos casos, ambos neuropéptidos podrían competir por los 
mismos receptores o ser liberados de distintas terminales nerviosas (de Lecea et al., 1997a). 
Estos receptores, descritos por primera vez en células GH4C1 de pituitaria (Schonbrunn & 
Tashjian, 1978), han sido clonados a partir de tejidos de humano, rata, ratón, cerdo y vaca y 
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteína G con siete dominios 
hidrofóbicos α-hélice transmembrana, un extremo amino-terminal extracelular y carboxilo-
terminal intracelular (Patel, 1999; Weckbecker et al., 2003; Yamada et al., 1992). 
En humanos, los receptores sst1-5 están codificados por cinco genes independientes no-
alélicos localizados en los cromosomas 14q13, 17q24, 22q13.1, 20p11.2 y 16p13.3, 
respectivamente (Meyerhof, 1998; Patel, 1999). Cabe destacar que los genes de sst1, 3, 4, 5 no 
contienen intrones, en cambio, el gen de sst2 de rata, ratón y humano contiene tres intrones y 
genera, por procesamiento alternativo, dos isoformas proteicas de distinto tamaño en su 
extremo carboxilo-terminal: sst2a y sst2b (Moller et al., 2003; Olias et al., 2004). La variante corta 
(sst2b) no se expresa abundantemente en humanos (Moller et al., 2003; Olias et al., 2004). La 
similitud de las secuencias entre los distintos subtipos es notable (39-57%) y altamente 
conservada entre distintas especies (81-98% para ratón, humano y rata) (Meyerhof, 1998). Los 
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receptores sst1-5 humanos tienen de 1 a 4 sitios de N-glicosilación en el segmento amino-
terminal y el segundo bucle extracelular (Patel, 1999) (tabla 1). Los receptores de somatostatina 
humanos presentan de 3 a 8 sitios putativos de fosforilación mediada por la PKA, la PKC y la 
quinasa calmodulina II en el segmento carboxilo-terminal y en el segundo y tercer bucle 
intracelular (Patel, 1999). En base a propiedades estructurales, filogénicas y farmacológicas, los 
receptores de somatostatina pueden dividirse en dos grupos principales (Hoyer et al., 1995): 
- SRIF1: sst2, sst3 y sst5 que presentan mayor afinidad por los análogos de 
somatostatina siguientes: el octreotide (SMS-201-995), seglitide (MK-678) y lanreotide 
(BIM-23014) 
- SRIF2: sst1 y sst4  
El sst5 es el único receptor que muestra cierta preferencia de unión por la somatostatina-
28 frente a la somatostatina-14, sin embargo, sst1-4 presentan una afinidad similar por ambos 
péptidos (Moller et al., 2003). 
Numerosos estudios, la mayoría realizados en tejido de rata y ratón, usando las técnicas 
de hibridación in situ, RT-PCR, ensayos de unión y, más tarde, de inmunohistoquímica, 
muestran que los receptores de somatostatina están ampliamente distribuidos en el cerebro y en 
los tejidos periféricos (gastrointestinal, páncreas y sistema inmunitario) con distintos patrones 
de expresión, comunes en algunos casos (Kreienkamp, 1999; Patel, 1999) (tabla 1). La expresión 
de sst2, 3 y 4 se centra en distintas zonas del cerebro incluyendo corteza e hipocampo y su 
expresión disminuye hacia la zona caudal. El receptor sst5 es el menos abundante y el menos 
estudiado. En la corteza, la expresión de sst2 está más restringida a las capas profundas, 
mientras que sst1 está presente en todas las capas (Moller et al., 2003). La expresión de sst2a y 
sst2b es, en algunos casos, diferente, por ejemplo: mediante hibridación in situ se vio que la 
expresión de sst2a es mucho mayor que la de sst2b en la corteza de ratón (Vanetti et al., 1994). 
Los receptores de somatostatina también se expresan en tumores: sst2 preferentemente; sst1, 3, 5 
menos frecuentemente y el sst4 se detecta raramente (Reubi et al., 2001). Estos estudios revelan 
que la mayor parte de las células expresan no sólo uno sino distintos subtipos diferentes de 
receptores de somatostatina.  
Los receptores de somatostatina se expresan mayoritarimente en neuronas, también se 
detectan en glía aunque en menor cantidad (Feindt et al., 1995; Heidet et al., 1990; Hosli & Hosli, 
1994; Mentlein et al., 1990; van Calker et al., 1980). Su localización sub-celular y su función 
pueden variar según el subtipo al que pertenezcan (tabla 1). Los receptores de somatostatina 
con función presináptica modulan la liberación de la somatostatina y de otros 
neurotransmisores (Schulz et al., 2000). Cabe destacar la localización de los sst3 en cilios 
neuronales (9+0). Estos cilios no son motores (9+2) y se sostiene que los receptores de los cilios 
puedan actuar como sensores químicos del medio (tipo olfativos) (Schulz et al., 2000). 
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Introducción 
   
   
 
 27 
 
Receptor Amino- ácidos 
 
Sitios 
de 
glicosilación/ 
fosforilación 
 
Localización 
sub-celular 
(Función) 
Distribución Agonistas selectivos 
Antagonistas 
selectivos 
sst1 391 3/6 Axones (presináptica) 
 
corteza, hipocampo, 
bulbo olfatorio, 
amígdala, núcleo 
habenular, núcleo 
periventricular, 
substancia nigra, 
colículos, cerebelo, 
pituitaria anterior, 
médula espinal 
 
CH-275, 
L-797,591 
 
NVP-SRA880 
 
sst2 369/356 4/8 Somato-dendrítica (postsináptica)  
 
corteza, hipocampo, 
bulbo olfatorio, 
amígdala, núcleo 
habenular, colículos, 
cerebelo, pituitaria 
anterior, médula 
espinal 
 
 
MK-678 
(Seglitide), 
BIM-
23027, 
L-054,522, 
L-779,976 
 
Cyanamida-
154806 
 
sst3 418 2/5 
 
cilios neuronales 
(remanentes del 
desarrollo 
o medir la 
concentración de 
somatostatina en el 
medio) 
 
 
corteza, hipocampo, 
bulbo olfatorio, 
amígdala, núcleo 
habenular, substancia 
nigra, colículos, 
cerebelo, pituitaria 
anterior, médula 
espinal 
 
L-796,778 
 
sst3-ODN-
8NVP-
ACQ090 
 
sst4 388 1/3 Somato-dendrítica (postsináptica) 
 
corteza, hipocampo, 
bulbo olfatorio, 
amígdala, núcleo 
habenular, substancia 
nigra, colículos, 
cerebelo (menos en la 
capa de Purkinje), 
pituitaria anterior, 
médula espinal 
 
NNC 26-
9100, 
L-803,087 
 
 
sst5 364 3/5 Somato-dendrítica (postsináptica) 
 
corteza, hipocampo, 
bulbo olfatorio, 
amígdala, núcleo 
habenular (?), núcleo 
periventricular, 
substancia nigra (?), 
colículos (?), cerebelo, 
pituitaria anterior, 
médula espinal (?) 
 
L-817,818 
 
BIM-23056 
 
 
Tabla 1. Resumen de las características principales de los receptores de somatostatina (sst1-5). El número de 
aminoácidos, de sitios de glicosilación y fosforilación se refieren a los receptores de somatostatina clonados de humanos (Selmer et al., 
2000; Weckbecker et al., 2003). La localización sub-celular y la función de los receptores de somatostatina sst1 (Helboe et al., 1998), sst2 
(Dournaud et al., 1998; Dournaud et al., 1996; Helboe et al., 1999; Schindler et al., 1999; Schindler et al., 1997), sst3 (Handel et al., 1999; 
Mitsuma et al., 1997), sst4 (Schreff et al., 2000) y sst5 (Stroh et al., 1999) se han estudiado en tejido cerebral de rata, ratón y humano. Los 
datos de su distribución en las distintas zonas del sistema nervioso central (Breder et al., 1992; Dournaud et al., 1996; Hervieu & Emson, 
1998; Perez et al., 1995; Schindler et al., 1995; Schindler et al., 1999; Selmer et al., 2000) también se han obtenido a partir de experimentos 
realizados en rata, ratón y humano. Por último, se presentan los agonistas y antagonistas selectivos de sst1-5 (revisados en (Siehler et al., 
2007; Weckbecker et al., 2003)). 
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La activación por el ligando de un receptor de somatostatina suele provocar la formación 
de dímeros e incluso entidades multiméricas que podrían implicar a otros tipos de receptores 
acoplados a proteínas G (Rocheville et al., 2000a; Rocheville et al., 2000b). Posteriormente, se 
puede inducir la internalización del complejo ligando-receptor. Ambos fenómenos aumentan la 
complejidad del sistema pudiendo modificar las propiedades funcionales y de unión de los 
receptores (Rocheville et al., 2000a; Rocheville et al., 2000b). 
Los receptores de somatostatina interaccionan con un amplio rango de señales 
intracelulares formando un sistema complejo donde los agonistas de estos receptores se unen a 
distintos subtipos en un contexto de estimulación auto-, para- y endocrina (tabla 2) (Cervia & 
Bagnoli, 2007; Patel, 1999).  La unión de un ligando a los receptores de somatostatina induce la 
activación de varias enzimas claves, como la adenilato ciclasa, las fosfotirosinas fosfatasas 
(PTPasas) y las MAPKs, y cambios en los niveles intracelulares de calcio, de fosfolipasa β2 y β3 
(PLCβ2 y PLCβ3) y de inositol trifosfato (IP3) (Cervia & Bagnoli, 2007; Schindler et al., 1996). 
 
 sst1 sst2 sst3 sst4 sst5 
Adenilato ciclasa ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
Fosfotirosina fosfatasa ↑ ↑ ↑ ↓↑ ↑ 
MAPK ↑ ↓↑ ↓↑ ↑ ↓ 
Canales de potasio  ↑ ↑ ↑ ↑ 
Na+/ H+ ↓  ↓ ↓  
Fosfolipasa C/ IP3 ↑ ↑ ↑ ↑ ↓↑ 
Fosfolipasa A2    ↑  
 
Tabla 2. Relación de los receptores de somatostatina (sst1-5) con distintas señales intracelulares (Cervia 
& Bagnoli, 2007; Patel, 1999; Schindler et al., 1996). 
 
 
 
3.5. Función 
La cortistatina (-14 y -29) comparte algunas propiedades biológicas con la somatostatina: 
ambos inducen una depresión en la actividad neuronal de las células piramidales de rodajas de 
hipocampo, aunque con distinta cinética (de Lecea et al., 1996). El efecto de la cortistatina-14 se 
desarrolla más lentamente alcanzando un máximo a los 6-8 minutos tras el inicio de la respuesta 
(Schweitzer et al., 2003). La hiperpolarización provocada por la cortistatina o la somatostatina se 
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debe probablemente al aumento de la amplitud de la corriente M a través de los canales de 
potasio dependientes de voltaje (que pueden ser cerrados por la acetilcolina) (de Lecea et al., 
1996; Spier & de Lecea, 2000). Estos resultados parecen indicar que la cortistatina y la 
somatostatina inducen, de forma similar, un aumento en la conductancia de potasio en las 
neuronas del hipocampo mediada, muy probablemente, por los receptores de somatostatina (de 
Lecea, 2007). 
Tanto la cortistatina como la somatostatina parecen reducir la actividad de las neuronas 
excitatorias glutamatérgicas. La administración de cortistatina-14 o de somatostatina-14 
produce una reducción del potencial postsináptico excitatorio evocado mediado por los 
receptores de glutamato en CA1, pero no afecta al potencial postsináptico inhibitorio (Tallent & 
Siggins, 1997). La aplicación de cortistatina-14 en ratas produce una disminución en la actividad 
de las células piramidales de CA1 inducida por pulsos de NMDA. En cultivos de neuronas de 
hipotálamo, la cortistatina-14  y la somatostatina-14 inhiben las respuestas inducidas por el 
glutamato, probablemente a través de la activación de sst2 (Vasilaki et al., 1999).  
Sin embargo, y a pesar de las importantes homologías entre la cortistatina y la 
somatostatina, algunos efectos de la cortistatina en el sistema nervioso central son diferentes a 
los de la somatostatina. 
(1) La cortistatina antagoniza los efectos de la acetilcolina en medidas de excitabilidad 
cortical e hipocampal in vivo (de Lecea et al., 1996). Sin embargo, la somatostatina promueve la 
liberación de la acetilcolina y potencia las respuestas frente a este neurotransmisor (Araujo et 
al., 1990; de Lecea et al., 1996; Mancillas et al., 1986).  
También se ha demostrado que la cortistatina está relacionada con la regulación del 
sueño. La concentración de preprocortistatina es menor al final del periodo de luz y mayor 
durante el periodo de oscuridad cuando los ratones son más activos (Bourgin et al., 2007). La 
expresión de preprocortistatina aumenta en condiciones de privación de sueño pero la 
privación de sueño REM no le afecta (Bourgin et al., 2007). La cortistatina (-14 y -17) inyectada 
en el cerebro de ratas induce una reducción en la actividad locomotora (Criado et al., 1999) y un 
aumento en el número de ondas de baja frecuencia en la corteza cerebral (1-4 Hz) y en la 
duración del sueño SWS sin afectar significativamente al sueño REM (de Lecea et al., 1996; 
Fukusumi et al., 1997). Sin embargo, se ha visto que la administración de somatostatina-14 
favorece la hiperactividad (Rezek et al., 1976) y el sueño REM (Danguir, 1986).  
Siguen sin conocerse los mecanismos exactos a través de los cuáles la cortistatina induce 
el sueño. Una posibilidad sería que la cortistatina-14 potenciase la actividad intrínseca de las 
neuronas corticales a través de la inhibición directa (hiperpolarización) de las neuronas 
principales (de Lecea et al., 1996). Además, la liberación regulada de la cortistatina-14 en el 
momento apropiado del ciclo circadiano podría antagonizar los efectos excitatorios de la 
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Introducción 
   
   
   
 30
acetilcolina promoviendo el sueño (Bourgin et al., 2007). Por último, la cortistatina-14 podría 
promover el sueño SWS induciendo la sincronización de los EEGs probablemente a través de la 
activación de los canales H (Schweitzer et al., 2003). Estos canales, dependientes de voltaje, se 
localizan en las interneuronas GABAérgicas y controlan el potencial de membrana en reposo 
(Lupica et al., 2001; Maccaferri & McBain, 1996). La cortistatina-14, a diferencia de la 
somatostatina-14, promueve la actividad de hiperpolarización de los canales H por 
conductancia catiónica, en rodajas de hipocampo (Schweitzer et al., 2003). Se ha descrito que la 
activación de estos canales induce una despolarización en las células tálamo-corticales que 
causa un periodo refractario entre ondas (Luthi & McCormick, 1998). La activación y la 
posterior desactivación de los canales H en las células tálamo-corticales parecen ser un 
mecanismo clave para la inducción de oscilaciones sincronizadas. Por tanto, la activación de los 
canales H por la cortistatina-14 en las redes neuronales de la corteza podría tener un papel 
relevante en la regulación de la actividad sincrónica celular que caracteriza al sueño SWS. 
(2) La cortistatina-14 presenta efectos neuroprotectores y anticonvulsivos. La 
administración de cortistatina-14 parece proteger de la muerte neuronal inducida por el ácido 
kaínico (Braun et al., 1998) o por la isquemia (Rauca et al., 1999). Su administración evita las 
convulsiones inducidas por la inyección de ácido kaínico en cerebros de rata (Braun et al., 1998). 
El ácido kaínico incrementa enormemente la actividad del hipocampo e induce muerte celular 
en el hipocampo por excitotoxicidad. De igual forma, la administración de somatostatina-14 o 
sus análogos (octreotide) induce una disminución en el número de convulsiones (Perez et al., 
1995; Vezzani et al., 1991). Además, se ha visto que la epilepsia en humanos y diversos modelos 
animales está relacionada con la pérdida específica de interneuronas que expresan 
somatostatina en el giro dentado (revisado en  (Tallent & Qiu, 2007)). 
(3) La cortistatina-14 está implicada en la plasticidad neuronal, puesto que se ha visto que 
la sobre-expresión de la cortistatina-14 en ratones transgénicos produce alteraciones en la 
formación del LTP hipocampal y el aprendizaje, debido a su efecto inhibitorio sobre las 
neuronas del hipocampo (Tallent et al., 2005). Además, la inyección intraventricular de 
cortistatina-14 en ratones justo después de un periodo de entrenamiento reduce la retención de 
la memoria de una actividad aprendida (Flood et al., 1997). El aumento en la actividad 
GABAérgica está asociado con problemas en la retención de la memoria y, por el contrario, el 
aumento en el recambio de acetilcolina o de la actividad de sus receptores con una mejor 
retención (Bartus et al., 1980; Brioni et al., 1990; Castellano & McGaugh, 1991; Chrobak et al., 
1989). El efecto de la cortistatina también podría estar mediado por la reducción de la función 
post-sináptica del receptor de NMDA de glutamato (Tallent & Siggins, 1997). 
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En esta tesis, nos hemos propuesto estudiar distintos factores que podrían contribuir 
a la progresión de la EA. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
 
1. Estudio de la posible toxicidad de la proteína tau extracelular. Si se observa un 
efecto, determinar el mecanismo molecular a través del cuál la proteína tau es 
tóxica para las células e identificar la región de la molécula de tau responsable 
de la muerte neuronal. 
 
2. Efecto de la cortistatina en los niveles de fosforilación de tau utilizando los 
ratones que no expresan cortistatina. Realizar este trabajo en ratones de distintas 
edades.  
 
3. Estudio del posible efecto de la cortistatina y de la somatostatina sobre la 
fosforilación de tau en cultivos primarios de neuronas corticales murinas. Si 
procede, identificación del/de los receptor/es responsable/s de dicho efecto y 
de la/s proteina/s quinasa/s responsable/s.  
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1. MATERIALES 
 
1.1. Reactivos 
Los proveedores de los reactivos y de los productos químicos de uso general empleados 
en el desarrollo de este trabajo fueron: Merck (Barcelona, España), Sigma-Aldrich (San Louis, 
MO, E.E.U.U.) y Gibco (Carlsbad, CA, E.E.U.U.). 
La cortistatina (CST-14) acoplada a fluoresceína (Fluo-cortistatina) se sintetizó en SynPep 
(Dublin, CA, E.E.U.U.). La fluoresceína está unida a la lisina 3 de la cortistatina porque la 
prolina exocíclica situada en el extremo amino-terminal del péptido es esencial para su unión y 
actividad específicas (Criado et al., 1999). La estructura y la integridad del péptido fueron 
comprobadas por espectrometría de masas en el servicio de química de proteínas de The Scripps 
Research Institute (La Jolla, CA, E.E.U.U.). La Fluo-cortistatina fue amablemente cedida por el Dr. 
de Lecea (Universidad de Stanford, CA, E.E.U.U.). 
La somatostatina (SRIF-14), el octreotide (OCT), el óxido de fenilarsina (PAO), la 
acetilcolina (ACh) y los antagonistas de receptores colinérgicos (hexametonio, atropina, 
pirencepina, galamina y 4-DAMP) provienen de Sigma-Aldrich (San Louis, MO, E.E.U.U.). La 
cortistatina (CST-14) y el Ro 31-8220 son de Neomps (Strasbourg, Francia) y de Roche (Basel, 
Suiza) respectivamente. El DAPI es de Calbiochem (San Diego, CA, E.E.U.U.). En la figura 5 se 
detalla la estructura de la cortistatina, la somatostatina y el octreotide utilizados en esta tesis 
doctoral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estructura cíclica de la cortistatina (1-14), la somatostatina (1-14) y el octreotide. La secuencia 
responsable de la unión a los receptores de somatostatina (sst1-5) aparece en rojo. La cortistatina y la 
somatostatina se unen con igual afinidad a sst1-5, en cambio, el octreotide se une preferentemente a sst2, 3 
y 5.  
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1.2. Anticuerpos 
Las tablas 3 y 4 recogen los anticuerpos primarios y secundarios empleados en esta tesis 
así como sus proveedores y las diluciones utilizadas para el análisis por western blot (WB) y por 
inmunofluorescencia (IF). La figura 6 detalla la localización de los epítopos de los anticuerpos 
frente a tau. 
 
 
Nombre Tipo Epítopo Proveedor 
 
Dilución 
WB (v/v) 
 
Dilución 
IF (v/v) 
 
Anti-β-
actina 
 
Monoclonal 
de ratón β-actina 
Sigma-Aldrich (San 
Louis, MO, E.E.U.U.) 1/5000 1/5000 
Anti-HA 
(clon 
12CA5) 
Monoclonal 
de ratón 
 
HA (secuencia no 
peptídica (YPYDVPDYA) 
derivada de la proteína 
hemaglutinina de 
influenza) 
 
Servicio de 
Microscopía Óptica y 
Confocal del CBMSO 
(Madrid, España) 
1/2000 1/2000 
 
Anti-β -
tubulina 
 
Monoclonal 
de ratón β-tubulina 
Sigma-Aldrich (San 
Louis, MO, E.E.U.U.)  1/1000 
Anti-M1 Policlonal de conejo Receptor muscarínico M1 
 
Santa Cruz 
Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, E.E.U.U.) 
 
 1/1000 
PHF 1 Monoclonal de ratón 
Tau P-Ser396/404 
 
 
Dr. Davies (Albert 
Einstein College,NY, 
E.E.U.U.)  
(Greenberg et al., 
1992; Otvos et al., 
1994) 
 
1/100  
tau 1 Monoclonal de ratón 
Tau noP-
Ser195/198/199/202 
 
Dr. Binder (MGC, 
Illinois, E.E.U.U.) 
 
1/1000 1/1000 
12E8 Monoclonal de ratón 
Tau P-Ser262 
(Tau P-Ser356) 
 
Dr. Seubert (Elan 
Pharmaceuticals, SF, 
E.E.U.U.)  
(Seubert et al., 1995) 
 
1/1000 1/105 
7.51 Monoclonal de ratón Región de unión a tubulina 
 
Dr. Wishik 
(Cambridge, Reino 
Unido)  
(Novak et al., 1991) 
 
1/100  
334 Policlonal de conejo 
 
Región carboxilo terminal 
de la isoforma β3 de 
tubulina neuronal 
 
(Diaz-Nido et al., 
1990)  1/1000 
 
Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en western blot (WB) y en inmunofluorescencia (IF) con sus diluciones 
respectivas. La numeración de los residuos de tau se establece en base a la isoforma de tau de mayor longitud en el 
SNC (expresando los exones 2, 3 y 10) (Goedert et al., 1989b). 
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Figura 6. Localización de los anticuerpos frente a tau utilizados. Se distinguen, en la parte de debajo de la 
figura, los anticuerpos dependientes del estado de fosforilación (tau-1, 12E8 y PHF1) y, en la parte de 
arriba, el anticuerpo independiente del estado de fosforilación (7.51).  
 
 
 
 
 
 
Nombre Tipo Proveedor 
 
Dilución 
WB (v/v) 
 
Dilución 
IF (v/v) 
 
Anti-conejo 
 
Cabra-anti-
conejo Dako (Glostrup, Dinamarca) 1/2000  
 
Anti-ratón 
 
 
Conejo-anti-
ratón 
 
Dako (Glostrup, Dinamarca) 1/2000  
 
Alexa-488 
 
 
Cabra-anti-
conejo 
 
Invitrogen (Carlsbad, CA, 
E.E.U.U.)  1/500 
 
Alexa-555 
 
 
Cabra-anti-
conejo 
 
Invitrogen (Carlsbad, CA, 
E.E.U.U.)  1/500 
 
Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en western blot (WB) y en inmunofluorescencia (IF) con 
sus diluciones respectivas.  
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2. MÉTODOS 
 
2.1. Mantenimiento de las distintas cepas de ratones     
En este trabajo, se utilizaron ratones silvestres C57BL6 de Harlan (Barcelona, España) y 
distintas cepas de ratones modificados genéticamente que no expresan los siguientes genes: 
cortistatina (CST -/-), sst2 (sst2 -/-), sst4 (sst4 -/-) y sst2/4 (sst2/4 -/-) (Videau et al., 2003). Las 
diferentes líneas se cruzaron con ratones C57BL6 (N9).  
Los ratones se estabularon en el animalario del Centro de Biología Molecular “Severo 
Ochoa” (Madrid, España) en un ambiente de temperatura controlada con un ciclo 
luz/oscuridad de 12/12 horas con comida y agua disponibles ad libitum.   
Todos los procedimientos llevados a cabo fueron aprobados por el comité del Centro de 
Biología Molecular “Severo Ochoa” (UAM-CSIC, Madrid, España). 
 
 
2.2. Cultivos celulares 
 
2.2.1. Células SH-SY5Y, HEK-293 y COS-7: mantenimiento, transfección y 
tratamiento 
Durante el desarrollo de este trabajo se usaron las siguientes líneas celulares: las SH-SY5Y 
de neuroblastoma humano (Biedler et al., 1978), las HEK-293 de riñón de embrión humano y las 
COS-7 de fibroblastos de riñón de mono verde africano (Gluzman, 1981). Estas células crecieron 
en un medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal, 2 mM de glutamina, 1 
mM de piruvato, 100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de estreptomicina en una atmósfera 
humedecida con 5% de CO2/95% aire a 37ºC. 
Las células HEK-293 y COS-7 se transfectaron de forma transitoria con plásmidos 
compuestos por el vector pcDNA 3.1 usando Lipofectamina 2000 (ambos de Invitrogen, 
Carlsbad, CA, E.E.U.U.) según las instrucciones del fabricante. Las placas con las células control 
se transfectaron, en las mismas condiciones, con el vector vacío pcDNA 3.1. Este vector se 
expresa en células de mamíferos puesto que contiene el promotor de citomegalovirus (CMV). 
En el caso de las HEK-293 se emplearon tres tipos de plásmidos con distintos insertos de 
cDNA: la mayor isoforma humana de tau expresada en el SNC, los receptores murinos sst2 y 
sst4. Las células HEK-293 se transfectaron con distintas combinaciones de plásmidos: (1) con 
tau, (2) con tau y con sst2, (3) con tau y con sst4 y, por último, (4) con los tres plásmidos (tau, 
sst2 y sst4).  
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Para transfectar las COS-7 se sembraron en cubre-objetos tratados previamente con 
polilisina (100 μg/mL). En este caso, se utilizaron dos tipos de plásmidos: unos que contienen el 
cDNA de los receptores muscarínicos humanos M1 y otros, con M3 (UMR cDNA Resource 
Center, Missouri, MO, E.E.U.U.). El epítopo de ambos, situado en la zona amino-terminal, 
consiste en tres repeticiones de una secuencia no peptídica (YPYDVPDYA) derivada de la 
proteína hemaglutinina de influenza (3 x HA). Las células se transfectaron con M1, con M3 o 
con ambos plásmidos. Tras 24 horas, se fijaron para inmunofluorescencia o se procesaron para 
estudiar los niveles de calcio intracelular.   
Los tratamientos de las células HEK-293 se detallan a continuación. Primero, se lavaron 
dos veces con PBS (Composición: 150 mM NaCl, 50 mM fosfato sódico, pH 7.4) y se incubaron 
en presencia de medio DMEM sin suero durante 2 horas. Las células HEK-293, previamente 
transfectadas de forma transitoria, se trataron por triplicado con distintas concentraciones (5, 50, 
200 y 500 nM) de cortistatina durante 30 minutos o de somatostatina durante 5 minutos. Los 
extractos proteicos se analizaron mediante western blot como se detalla más adelante. También 
se purificó RNA. 
Las SH-SY5Y se utilizaron para el estudio de la movilización intracelular de calcio, 
extracción de RNA y viabilidad celular siguiendo los protocolos descritos en otras secciones de 
del apartado de Métodos. 
 
 
2.2.2. Cultivos primarios de neuronas de corteza o de hipocampo de ratón 
Siguiendo el protocolo descrito en Banker et al. (Banker & Cowan, 1977), el tejido 
hipocampal o cortical obtenido a partir de crías de ratón C57BL6 recién nacidas (P0-P1) se 
disoció con papaína (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, E.E.U.U.). Las 
células se sembraron en placas recubiertas con 100 μg/mL de polilisina y 10 μg/mL de laminina 
a una densidad de 1 x 106 células/placa p35 y cultivadas en medio Neurobasal (NB; Gibco, 
Carlsbad, CA, E.E.U.U.) con 10% (v/v) de suero de caballo, 2 mM de glutamina, 1 mM de 
piruvato, 100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de estreptomicina. Tres horas después, el medio 
anterior se sustituyó por otro medio NB con 1% (v/v) de B27 (Gibco, Carlsbad, CA, E.E.U.U.), 2 
mM de glutamina, 1 mM de piruvato, 100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de estreptomicina. 
Para las neuronas de hipocampo, se utilizó el medio anterior suplementado además con 1% 
(v/v) de N2 (Gibco, Carlsbad, CA, E.E.U.U.). Las células se mantuvieron en una atmósfera 
humedecida con 5% de CO2/95% aire a 37ºC y la mitad del medio de cultivo se reemplazó cada 
2-3 días.  
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Los cultivos de células hipocampales o corticales de 1, 2, 3 o 7 días in vitro (DIV) se 
utilizaron para analizar la movilización intracelular de calcio.  
Los experimentos para estudiar el efecto de los agonistas de receptores de somatostatina 
se realizaron en cultivos corticales después de 8 DIV cuando estos receptores parecen ser 
funcionales (Heidet et al., 1990; Stroh et al., 2000). Tras dos lavados con PBS, las células se 
incubaron en un medio NB sin suero y, 2 o 6 horas después, se añadieron al medio de cultivo 
los diferentes compuestos a las concentraciones y los tiempos indicados para cada tratamiento 
realizado por triplicado: (1) 5, 50, 100 o 500 nM de cortistatina de 5 a 30 minutos, (2) 50 nM de 
somatostatina de 5 a 30 minutos, (3) 5, 50, 100 o 500 nM de octreotide de 5 a 30 minutos, (4) 10 
μM de Ro 31-8220 90 min, (5) 10 μM de Ro 31-8220 60 min + 50 nM de cortistatina 30 min. En los 
experimentos control, se añadió el vehículo del tratamiento.  
 
 
2.3. Western blot (WB) 
 Los extractos de proteínas de tejido cerebral se prepararon a partir de disecciones de 
corteza, hipocampo y resto de cerebro de ratones silvestres C57BL6 y CST -/-. El tejido se 
homogeneizó en un homogeneizador (potter) de vidrio/vidrio con tampón de extracción en 
hielo (Composición: 20 mM Hepes pH 7.4, 100 mM NaCl, 20 mM NaF, 5 mM EDTA y 1% (v/v) 
Tritón TX-100 suplementado con inhibidores de fosfatasas (30 mM glicerofosfato, 5 M 
pirofosfato, 1 μM ácido okadaico) y con inhibidores de proteasas (2 mM 
fenilmetanelsulfonilfluoruro, 10 µg/ml leupeptina, 10 µg/ml aprotinina y 10 µg/ml pepstatina; 
Roche, Basel, Suiza). Se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Se 
recogió el sobrenadante descartando el sedimento. El contenido proteico se determinó por el 
método de Bradford (Bradford, 1976). 
Tras el tratamiento, la extracción de proteínas de las células de los cultivos se realizó 
directamente en tampón de electroforesis (Composición: 50 mM Tris-HCl pH 6.8, 100 mM β-
mercaptoetanol, 2% (p/v) SDS, 0.1% (v/v) azul de bromofenol, 10% (v/v) glicerol) 
suplementado con los inhibidores de fosfatasas y de proteasas anteriores).  
En todos los casos, los extractos de proteínas se hirvieron durante 10 minutos en tampón 
de electroforesis para después ser cargados en geles de poliacrilamida al 10% (p/v) en presencia 
de SDS (SDS-PAGE). Una vez separadas las proteínas, se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Keene, NH, E.E.U.U.) según el método de Towbin (Towbin 
et al., 1979). Para comprobar la eficiencia de la transferencia, las membranas se tiñeron con Rojo 
Ponceau. Más tarde, las membranas se bloquearon para su unión no específica con 5% (p/v) de 
leche en polvo en PBS con 0.05% (v/v) de Tween-20 durante 30 minutos. Se procedió a la 
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incubación con el anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo (tabla 3) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Las membranas se lavaron tres veces con PBS Tween-20 (0.05% (v/v)) y 
se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (1/2000) acoplado a peroxidasa 
(DAKO, Glostrup, Dinamarca) durante 45 minutos (tabla 4). Tras varios lavados con PBS 
Tween-20 (0.05% (v/v)), la detección de las bandas inmunoreactivas se realizó con el sistema 
ECL (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA, E.E.U.U.).  
Finalmente, la cuantificación del grado de inmunoreactividad de las proteínas, en 
unidades arbitrarias, se realizó mediante escaneo y posterior densitometría de las películas 
autorradiográficas usando el programa Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
E.E.U.U.). Los niveles de fosforilación de la proteína tau se calcularon normalizando los datos 
con los niveles de tau total determinados por el anticuerpo 7.51. 
 
 
2.4. Inmunofluorescencia 
Esta técnica se utilizó en las células siguientes, crecidas sobre cubre-objetos:  
- las COS-7 transfectadas con M1 o M3  
- las HEK-293 transfectadas con combinaciones diferentes de los plásmidos de tau, sst2 
y sst4  
- los cultivos primarios de hipocampo y de corteza  
Las células se fijaron con 4 % (p/v) de paraformaldehído en PBS suplementado con 5 mM  
de MgCl2 durante 10 minutos a 37 °C. Tras tres lavados con PBS, los cubre-objetos se incubaron 
con diferentes soluciones a temperatura ambiente: PBS con 0.1 % (v/v) de Tritón X-100 (15 min), 
1M de glicina en PBS (30 min) y solución de bloqueo (1 % (p/v) de seroalbúmina bovina (BSA) 
en PBS, 45 min). Los cultivos estuvieron en presencia del anticuerpo primario correspondiente 
para cada caso durante 1 hora (tabla 3). Tras dos lavados de PBS, se añadió el anticuerpo 
secundario en solución de bloqueo durante 45 minutos (tabla 4). En algunos experimentos, se 
tiñeron los núcleos con DAPI (1/105, 5 min). Seguidamente, los cubre-objetos se montaron en 
glicerol:PBS (1:1) o FluorSave (Calbiochem, San Diego, CA, E.E.U.U.). Las muestras se 
visualizaron en distintas sesiones utilizando los microscopios confocales modelo Axiovert 
200M, Axioskop 2 (Carl Zeiss International, Thornwood, NY, E.E.U.U.) y Leica SP2 AOBS 
(Leica, Wetzlar, Alemania). Las imágenes se adquirieron de forma secuencial con ayuda del 
programa informático asociado y se procesaron utilizando el programa Photoshop (Adobe 
Systems, Mountain View, CA, E.E.U.U.).  
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2.5. Internalización de Fluo-cortistatina en cultivos primarios de corteza 
murina 
Los ensayos de internalización de Fluo-cortistatina se realizaron en cultivos corticales 
después de 8 DIV. Las células se crecieron en un medio NB sin suero durante 2 horas y, 
después, se realizaron los tratamientos siguientes: (1) 1-5 μM Fluo-cortistatina 1 o 30 min, (2) 
100 μM cortistatina 10 min + 1 μM Fluo-cortistatina 30 min, (3) 100 μM somatostatina 10 min + 1 
μM Fluo-cortistatina 30 min, (4) 1 μM PAO 30 min + 5 μM Fluo-cortistatina 30 min. En las 
células control, se añadió el mismo volumen del vehículo del tratamiento en condiciones 
experimentales similares. Los compuestos empleados se diluyeron en agua a excepción del 
PAO que estaba diluido en dimetilsulfóxido (DMSO).  
Después, se realizó una inmunofluorescencia con el anticuerpo primario 334 (tabla 3) y 
los núcleos se tiñeron con DAPI siguiendo el protocolo que se detalla en el apartado anterior. El 
recuento de las neuronas corticales en cultivo se realizó en campos seleccionados al azar a 40X 
(un área aproximada de 0.2 mm²) utilizando un microcopio de fluorescencia modelo Zeiss (Carl 
Zeiss International, Thornwood, NY, E.E.U.U.). Sólo se consideraron como células con Fluo-
cortistatina internalizada las células con intenso marcaje verde. La proporción de células 
marcadas (vs. número total de células) se obtuvo contando 100-250 células totales por campo en 
los cubre-objetos incubados en presencia de Fluo-cortistatina a una concentración de 5 μM 
durante 30 minutos (n = 5 cubre-objetos). El número de células totales se obtuvo contando los 
núcleos teñidos con DAPI. Para comparar los experimentos con Fluo-cortistatina (1 μM, 30 min) 
con los de cortistatina o somatostatina (100 μM, 10 min) + Fluo-cortistatina (1 μM, 30 min), se 
contaron las células marcadas con la fluorescencia verde en 20 campos distintos (n = 4 cubre-
objetos por condición).   
 
 
2.6. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa 
La purificación del RNA, seguida de un tratamiento con DNasa, se realizó usando el RNA 
Miniprep Kit (Stratagene, La Jolla, CA, E.E.U.U.) según el protocolo del fabricante. El RNA se 
obtuvo a partir de las distintas líneas celulares (las HEK-293 transfectadas de forma transitoria, 
las SH-SY5Y y las COS-7) y de los cultivos primarios de corteza de 8 DIV.  
Para evitar la proliferación de células no-neuronales en los cultivos corticales, se añadió 
2.5 μM de arabinofuranosilcitosina (Ara-C; Calbiochem, San Diego, CA, E.E.U.U.) tras 3 DIV. 
Los receptores de somatostatina no sólo se expresan en las neuronas sino que también lo hacen, 
aunque en menor medida, en las células gliales de roedores (Feindt et al., 1995; Heidet et al., 
1990; Hosli & Hosli, 1994; Mentlein et al., 1990; van Calker et al., 1980). 
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Finalmente, la concentración y la pureza del RNA se comprobaron utilizando un 
espectrofotómetro modelo Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, 
E.E.U.U.).  
El RNA (480 ng) se retro-transcribió como cDNA de simple cadena utilizando el kit de 
síntesis de cDNA (Roche, Basel, Suiza) según las instrucciones del fabricante. La reacción incluía 
20 unidades de transcriptasa inversa del Virus de la mieloblastosis de ave (AMV), 0.2 μg/μL de 
primers hexanucleótidos y 0.08 μg/μL de primers oligonucleótidos (dT).  
Usando el reactivo SYBR Green (n = 3), detectamos los niveles de expresión de distintos 
genes:  
- M1-5 en las SH-SY5Y y COS-7,  
- sst1-5 en las neuronas corticales,  
- tau, sst2 y sst4 en las células HEK-293 transfectadas de forma transitoria.  
El SYBR Green, al igual que el bromuro de etidio, se une específicamente al DNA de doble 
cadena, y al hacerlo incrementa fuertemente su fluorescencia. Al unirse al DNA de doble 
cadena recién sintetizado en cada ciclo, este reactivo emite una fluorescencia proporcional a la 
concentración de DNA. La reacción de 10 μL de volumen total contenía: 1 μL de molde (cDNA, 
cDNA diluido (1:5), plásmido, DNA genómico o H2O), 5 μL de la mezcla de PCR de SYBR Green 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, E.E.U.U.) y 150 nM de cada par de primers. Las 
secuencias de los primers utilizados en esta tesis y los genes específicos que amplifican aparecen 
en la tabla 5 (Cristiani et al., 2000). Los niveles de expresión de los genes estudiados se 
normalizaron con los de expresión de β-actina murina en el caso de los cultivos primarios y con 
los de β-actina humana en el caso de las líneas celulares.   
El protocolo de amplificación consistió en un paso de 10 minutos a 95°C (activación de la 
Taq polimerasa) seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C y de 1 minuto a 60°C 
(desnaturalización y anillamiento-extensión). Tras la amplificación, se obtuvo la curva de 
disociación aumentando progresivamente la temperatura de 60°C a 95°C (figura 7). La señal 
fluorescente se adquirió durante la fase de anillamiento  por el sistema de detección de modelo 
ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, E.E.U.U.).  
Para comprobar la especificidad de la reacción, se analizaron las curvas de disociación 
correspondientes para cada caso. Además, usamos distintos cDNA como moldes de los 
controles positivos: pituitaria de ratón para sst5, plásmidos para sst1-4 y DNA genómico de SH-
SY5Y y COS-7 para M1-5. Las reacciones sin molde para cada amplificación se usaron como 
controles negativos. La media de los valores de los ciclos umbral (CT) de cada reacción, 
realizada por triplicado, se calculó teniendo en cuenta las muestras diluidas y no diluidas y se 
normalizó con los valores CT del gen de β-actina correspondiente. 
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Gen 
 
Secuencia “sentido”  Secuencia “anti-sentido” 
 
β-actina murina 
 
GGCGCTTTTGACTCAGGATT GGGATGTTTGCTCCAACCAA 
 
β-actina humana 
 
CACACTGTGCCCATCTACGA CTCCTTAATGTCACGCACGA 
 
M1 
 
ACCTCTATACCACGTACCTG TGAGCAGCAGATTCATGACG 
 
M2 
 
ACCTGTGGTGTGTGACCTTT GCTTGACTGGGTAGGTCAGA 
 
M3 
 
CATCATGAATCGATGGGCCT GGCCTCGTGATGGAAAAGTA 
 
M4 
 
CAGTTTGTGGTGGGTAAGCG GTACAGCACCGTCATGATGA 
 
M5 
 
GATGAGTGCCAGATCCAGTT GACAGTAGAGGATGGTCATG 
 
sst1 
 
TATTGCTGATGAGCTGCTCATGCTC TCCACACTAAGCACAGTCAGACAGT 
 
sst2 
 
ATCAGCCCCACCCCAGCCCTGAA GCAAAGAACATTCTGGAAGCTCTTC 
 
sst3 
 
CAAGGAGATATACCAGGACTTGGGA TAGGACACTGGACTGTCCTGCAGAA 
 
sst4 
 
AACAACGGAGGCGCTCAGAGAAGAA TCGAGGCTGGTGACAAACAGGTTCA 
 
sst5 
 
GGGCTGGGGCACCTGCAACCTGA GACAGGACCACCACAAAGAAGTAGA 
 
Tau 
 
GCGGATCCATATGGGGGATCGCAGC CCGAATTCTTAGGGCACGGGGG 
 
Tabla 5. Parejas de primers utilizados para amplificar los genes β-actina murina y humana, M1-5, sst1-5 
y tau. Se detalla la secuencia (5´-3´) de cada primer utilizado. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Ejemplo de amplificación de los receptores de somatostatina (sst1-5) en el panel de la derecha. 
A la izquierda, curvas de disociación de los distintos genes.  
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2.7. Purificación de DNA genómico 
El DNA genómico de las COS-7 se extrajo usando el sistema de purificación Wizard Plus 
SV (Promega, Wisconsin, E.E.U.U.).  
En el caso de las células SH-SY5Y, se siguió un protocolo de alta concentración de sales. 
Primero, se añadió un tampón para lisis de núcleos (1% (v/v) TE  pH 8.0, 0.4 M NaCl y 2 mM 
EDTA) al precipitado celular y las células se centrifugaron durante 10 minutos a 4ºC (12000 
rpm). El precipitado obtenido se resuspendió en el tampón de lisis anterior suplementado con 
0.3 mg/mL de proteinasa K (Merck, Barcelona, España) y 1% (p/v) de SDS. Tras una incubación 
a 45ºC durante toda la noche, se añadió a la muestra 6 M de NaCl y se centrifugó (15 min, 3000 
rpm). El sobrenadante se centrifugó varias veces hasta que aparecía transparente (sin sales). 
Para precipitar el DNA, se añadió al último sobrenadante 3 M de acetato sódico (pH 5.2) e 
isopropanol frío. El DNA se transfirió a un nuevo tubo con 70% (v/v) de etanol y se centrifugó 
(30 min, 14000 rpm). Finalmente, se resuspendió el precipitado en agua.  
El DNA genómico sirvió de molde de la amplificación específica de M1-5 y la 
concentración de los productos de PCR se midió en el espectrofotómetro modelo Nanodrop 
ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, E.E.U.U.).  
Los microgramos de DNA doble cadena se convirtieron a picomoles: pmol = μg x 106 
pg/1 μg x 1 pmol/660 pg x 1/N (N, tamaño del fragmento amplificado en pares de bases (pb): 
122, 128, 128, 132, 103 y 162 pb para M1-5 y β-actina humana respectivamente). Se realizaron las 
distintas rectas patrones para M1-5 usando diluciones seriadas (diez veces) en tRNA de 
levadura (110 ng/μL, Roche Applied Science, Basel, Suiza) de los productos de PCR 
correspondientes a partir de 10-2 pmol.  
 
 
2.8. Determinación fluorimétrica del Ca2+ intracelular con Fura-2 
Se determinó el Ca2+ citosólico libre en distintos tipos celulares mediante un seguimiento 
fluorimétrico continuo empleando Fura-2 como indicador fluorescente (Diaz-Hernandez et al., 
2001a; Diaz-Hernandez et al., 2001b). Este compuesto se une al Ca2+ específicamente y, al 
hacerlo, aumenta su emisión de fluorescencia a 510 nm (figura 8) al mismo tiempo que se 
desplaza su espectro de excitación hacia el UV, cambiando el máximo de excitación de 380 
(solución de Fura-2 libre de calcio) a 340 nm (Fura-2 saturado de calcio).  
Estas determinaciones se realizaron en cultivos de neuronas hipocampales y corticales, de 
SH-SY5Y y de COS-7 transfectadas de forma transitoria. Las células se lavaron en tampón de 
perfusión compuesto por: 122 mM NaCl, 3.1 mM KCl, 0.4 mM KH2PO4, 5.0 mM NaHCO3, 1.2 
mM MgSO4, 10 mM glucosa y 20 mM TES a pH 7.4. Posteriormente, se incubaron con la sonda 
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Fura-2 acetometil éster (Fura-2 AM) a una concentración de 7.5 μM durante 30 minutos a 37ºC. 
Este periodo facilita la hidrólisis del Fura-2 AM. Es un compuesto esterificado que, al ser 
liposoluble, atraviesa fácilmente la membrana plasmática. Una vez en el interior celular, el 
Fura-2 AM es hidrolizado por esterasas celulares inespecíficas que liberan Fura-2 (ácido), 
compuesto que al perder su liposolubilidad, queda retenido en la célula.  
Tras varios lavados con medio fresco, los cubre-objetos se montaron en una cámara de 
perfusión en un microscopio modelo Nikon Eclipse TE-2000 (Nikon Corporation, Japón). La 
cámara se dotó de un flujo de entrada constante de tampón de perfusión termostatizado a 37ºC 
(1.2 mL/min) y de una salida por aspiración mediante bomba de vacío. En todos los 
experimentos, se añadió, primero, acetilcolina a una concentración de 50 μM para comprobar si 
las células eran funcionales. Tras varios lavados, se detuvo el sistema de perfusión para realizar 
los tratamientos añadiendo los distintos compuestos al medio de la cámara. Los ensayos con 50 
μM de acetilcolina y 1 μM de tau, en distintas formas, eran de 10 minutos. Para ensayar los 
antagonistas de los receptores muscarínicos, se pre-incubaron las células en presencia de los 
compuestos siguientes durante 5 minutos a diferentes concentraciones: 10 μM de hexametonio, 
100 μM de atropina, 10 μM de pirencepina, 2 μM de 4-DAMP y 2 μM de galamina. 
Seguidamente, se añadió 50 μM de acetilcolina o 1 μM de distintas formas de tau durante 10 
minutos. Al final de cada experimento, se aplicaron pulsos de acetilcolina a una concentración 
de 50 μM para confirmar la viabilidad del cultivo estudiado. Las células se visualizaron 
utilizando un objetivo de 40x.  
Se excitaron las muestras alternativamente con luz de diferente longitud de onda (340 y 
380 nm) mediante el uso de un monocromador de un ancho de banda de 10 nm (Optocan 
monochromator, Cairn, Faversham, Reino Unido) y la fluorescencia se midió a 510 nm. 
Sucesivamente, la cámara CCD Hamamatsu C-4880-80 (Hamamatsu, Japón) asociada al 
programa informático Metafluor 6.3r6 PC (Universal Imaging Corp., Cambridge, Reino Unido) 
tomó imágenes de 12 bit de las células. El tiempo de exposición fue de 150 ms para cada 
longitud de onda y el tiempo de cambio <5 ms.  
Los registros mostrados representan la media de la intensidad lumínica que se produce 
en una región elíptica dibujada en el interior de cada célula. El valor de fluorescencia basal se 
restó a los datos obtenidos para cada longitud de onda. En este trabajo, los resultados se 
presentan como el ratio entre las señales de 340 y 380 nm (F340/F380) que se obtienen al dividir la 
sucesión de imágenes obtenidas a las diferentes longitudes de onda. El cociente de fluorescencia 
F340/F380 se calibró como [Ca2+]i empleando la ecuación descrita en (Grynkiewicz et al., 1985) y 
se corrigió siguiendo el protocolo descrito en (Poenie, 1990). 
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Figura 8. Espectro de excitación de la sonda fluorescente Fura-2 en presencia y en ausencia de calcio. 
 
 
 
2.9. Purificación de proteínas 
En este trabajo, se utilizó la isoforma humana de tau 42 recombinante que contiene dos 
insertos amino-terminal (N) y cuatro repeticiones de unión a microtúbulos (R) (Goedert & Jakes, 
1990). También se emplearon los fragmentos de tau siguientes: tau 2R (residuos 250-335 con la 
deleción de 274-304), 2N compuesto por la mitad amino-terminal de tau (residuos 1-251), 3R  
(residuos 250-367 con la deleción de 274-304), 3RC (residuos 250-441 con la deleción de 274-304) 
y tau391-407 que comprende la región carboxilo-terminal de la proteína y la siguiente secuencia 
EIVYKSPVVSGDTSPRH (residuos 391-407) (Perez et al., 2001). La numeración de los residuos 
de tau se define según la nomenclatura de la isoforma de tau más larga (Goedert et al., 1989a; 
Goedert et al., 1989b). Los PHF se aislaron como detallan Greenberg y Davies (Greenberg & 
Davies, 1990) y se visualizaron por el microscopio electrónico Jeol modelo JEM1010 (Hernandez 
et al., 2002). Los fragmentos de tau se aislaron siguiendo el protocolo descrito en (Perez et al., 
1996) y el péptido tau391-407 se sintetizó y purificó según (Perez et al., 2001). Las proteínas 
purificadas se separaron en un gel de electroforesis y se tiñeron con azul de Coomassie. El 
contenido en tau se determinó mediante western blot usando el anticuerpo 7.51 frente a tau y 
posterior cuantificación por densitometría. 
 
 
2.10. Ensayo de viabilidad 
Se añadió al medio de cultivo de las SH-SY5Y el tau 42 a distintas concentraciones (1, 3, 5 
μM) durante 24 y 48 horas. Las células control se incubaron con el mismo volumen de vehículo. 
La viabilidad celular se midió usando el kit de la lactatodeshidrogenasa (LDH; Roche, Basel, 
Suiza) según las instrucciones del fabricante.  
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2.11. Test del reconocimiento de objeto 
Trabajamos con ratones machos de más de un año de edad (12-14 meses) silvestres 
C57BL6 y CST -/-. Se siguió el protocolo del test de comportamiento descrito anteriormente 
(Engel et al., 2006; Ennaceur et al., 1997; Woolley et al., 2003). En resumen, los ratones se 
entrenaron durante 30 minutos en una caja de plástico con muros verticales opacos (73 x 33 x 25 
cm). Al día siguiente, los animales se colocaron en la misma caja durante 10 minutos. Dos horas 
después, cada ratón se dejó durante 4 minutos en la caja sin objetos. Más tarde, se situó al 
animal durante 1 minuto en su jaula. La siguiente fase de familiarización fue en la caja durante 
5 minutos en presencia de dos objetos idénticos (objetos A y B). Los dos objetos se colocaron en 
cada extremo del eje más largo de la caja, cada uno a 7 cm de la pared de la caja. Tras cada 
exposición, los objetos y la caja se limpiaron con etanol al 70% para eliminar las pistas olorosas. 
Dos horas después de la familiarización, se realizó la prueba del reconocimiento: cada ratón se 
dejó en la caja durante 5 minutos con un objeto antiguo (objeto A) y un objeto nuevo (objeto C). 
La posición del objeto C era la misma que la del objeto B en la fase de familiarización. Se 
consideró que los animales reconocían el objeto cuando su cabeza se situaba a menos de 2 cm 
del objeto. Se anotaron los tiempos (tA y tC) que el ratón empleaba en explorar los dos objetos 
(objetos A y B). El índice de memoria (MI) se define como el ratio entre el tiempo empleado en 
explorar el nuevo objeto sobre el tiempo empleado en explorar ambos objetos, MI = [tC/(tA + 
tC)] x 100. Ese índice se utilizó para medir la memoria no-espacial. 
 
 
 2.12. Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos empleados en esta tesis doctoral fueron: ANOVA seguida por un 
test Bonferroni post hoc (figura 20 A) y análisis de t Student (el resto de figuras).  
Se utilizó el test de la chi cuadrado para comparar el número de células con Fluo-
cortistatina internalizada en distintas condiciones experimentales: (1) Fluo-cortistatina (1 μM, 30 
min), (2) somatostatina (100 μM, 10 min) + Fluo-cortistatina (1 μM, 30 min) y (3) cortistatina (100 
μM, 10 min) + Fluo-cortistatina (1 μM, 30 min). Se consideraron positivos los campos con 3 o 
más células con Fluo-cortistatina internalizada (área aproximada de cada campo: 0.2 mm²). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Resultados 
   
   
 
 53 
1. PAPEL DE TAU EN LA PROGRESIÓN DE LA EA 
 
1.1. La proteína tau extracelular produce muerte celular de las células de  
neuroblastoma humano SH-SY5Y 
Como se indicó en la introducción, durante el desarrollo de la EA, los NFT se van 
formando según una secuencia invariable que correlaciona con el daño en estructuras concretas 
del cerebro (Braak & Braak, 1991). En este trabajo, nos planteamos la posibilidad de que el 
progreso de la EA pudiera depender de la toxicidad celular mediada por la presencia de tau 
extracelular. La proteína tau presente en el interior celular puede pasar al medio extracelular en 
el momento en que una neurona degenera. El tau extracelular podría ser tóxico para las células 
vecinas de un modo similar al observado en el caso del péptido β-amiloide extracelular. El 
péptido β-amiloide puede formar poros en las membranas de las células de neuroblastoma 
humano provocando la entrada de calcio hasta niveles tóxicos para la célula (Demuro et al., 
2005).  
Resultados previos del laboratorio indicaban que la proteína tau extracelular podría ser 
tóxica, cuando se añadía a cultivos celulares, y que dicha toxicidad podría estar relacionada con 
la presencia de receptores colinérgicos en las células cultivadas (Gomez-Ramos et al., 2006). 
Primero, para comprobar la posible toxicidad de tau extracelular, se realizaron experimentos de 
viabilidad añadiendo tau en forma monómerica y fibrilar (PHF) a células de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y en cultivo. Incubamos las células SH-SY5Y durante 24 horas en presencia de 
distintas concentraciones de tau en forma monomérica (1, 3, 5 μM) o en PHF (1, 5 μM). 
Medimos la muerte celular presente en las células SH-SY5Y tratadas y la comparamos con la de 
células control tratadas con el vehículo. La figura 9 A muestra que la exposición a tau en 
cualquiera de sus formas induce un aumento en la muerte celular y que este aumento se 
acentúa con concentraciones crecientes de tau. Además, comprobamos que la proteína tau en 
forma monomérica es más tóxica que en PHF.  
También, estudiamos la toxicidad de tau en incubaciones de 48h cuando las células se 
trataban con una concentración alta de 5 μM de tau en forma monomérica y en PHF. 
Comprobamos que, en ambos casos, la toxicidad de tau es mayor si los tratamientos se 
prolongan en el tiempo (figura 9 B-C).    
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Figura 9. La proteína tau extracelular es tóxica para las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en 
cultivo. (A) Efecto de la adición de distintas concentraciones de tau en forma monomérica (tau) y en forma 
fibrilar (PHF) sobre la viabilidad de las SH-SY5Y. Las incubaciones fueron de 24h. (B) Viabilidad celular en 
presencia de 5 μM de tau en forma monomérica durante 24h y 48h. Comparamos los resultados de las 
células control (tratadas con el vehículo) con los de las células con tau correspondientes a su respectivo 
periodo de incubación en cada caso (* p<0.05). (C) Como en (B), pero el tratamiento se realizó con tau en 
PHF. En ambos experimentos, la concentración creciente de tau y la prolongación en el tiempo de su 
exposición agravan la toxicidad sobre las células. 
 
  
.  
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer 
Resultados  
 
 
    
 55 
1.2. La proteína tau altera la homeostasis de calcio intracelular de las SH-
SY5Y a través de los receptores muscarínicos 
Para comprobar si la toxicidad de la proteína tau extracelular se debe a un aumento de 
calcio intracelular como se ha descrito para el péptido β-amiloide (Demuro et al., 2005), 
estudiamos el efecto de tau sobre los niveles de calcio intracelular de las células SH-SY5Y. 
Centramos este estudio y los posteriores, en el análisis de tau en forma monomérica puesto que 
vimos que era el más tóxico para las células en cultivo. La adición de 1 μM de tau al medio de 
las SH-SY5Y, cargadas con Fura-2 AM, induce un aumento sostenido en los niveles de calcio 
intracelular (figura 10). Usamos tratamientos de 50 μM de acetilcolina como control positivo de 
aumento de calcio intracelular. La figura 10 muestra que el efecto de tau sobre los niveles de 
calcio intracelular se prolonga más en el tiempo que el efecto de los tratamientos realizados con 
acetilcolina. Estos datos sugieren que la toxicidad de tau podría deberse a la mayor duración de 
su efecto sobre la movilización intracelular de calcio. Observamos que algunas de las células 
que muestran un aumento en los niveles de calcio intracelular en presencia de acetilcolina no lo 
hacen al añadir tau. Ésto se debe probablemente a que la composición de receptores no es la 
misma en todas las células. Por tanto, quisimos identificar el/los receptor/es responsable/s del 
efecto de tau sobre la movilización intracelular de calcio.  
Nos planteamos que los receptores colinérgicos eran posibles mediadores de este efecto, 
como previamente había sido propuesto (Gomez-Ramos et al., 2006). Para ello, realizamos 
distintos experimentos en presencia de antagonistas de receptores colinérgicos. La figura 10 
muestra que el incremento de los niveles de calcio intracelular inducido por tau también puede 
observarse en presencia de 10 μM de hexametonio, un antagonista de los receptores nicotínicos. 
Sin embargo, este efecto no aparece cuando las células se pre-incuban con 100 μM de atropina, 
un antagonista de los receptores muscarínicos (figura 10). Estos resultados sugieren que el 
aumento intracelular de calcio provocado por la proteína tau extracelular está mediado por los 
receptores muscarínicos.  
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Figura 10. La proteína tau activa a los receptores muscarínicos de SH-SY5Y induciendo un incremento 
en la concentración intracelular de calcio. Estos datos representan los cambios en la fluorescencia de 
Fura-2 con el tiempo. En todos los experimentos, las SH-SY5Y cargadas con Fura-2 se estimularon primero, 
con 50 μM de acetilcolina (como control positivo) y 1 μM de tau y seguidamente, con 1 μM de tau y 50 μM 
de acetilcolina en presencia de distintos antagonistas para los receptores colinérgicos: hexametonio (Hexa; 
10 μM; antagonista de los receptores nicotínicos) o atropina (Atr; 100 μM; antagonista de los receptores 
muscarínicos). Las rectas de la parte superior de la gráfica indican los periodos de estimulación y las 
barras de error, la desviación estándar. Los datos presentados son la media de la respuesta de ≥ 20 células. 
En rojo, se muestran los datos de las células que responden a acetilcolina pero que no responden a tau. 
 
 
 
Más adelante, nos preguntamos si el número de pases de las células podría influir en el 
efecto de tau sobre la homeostasis de calcio intracelular. Como los datos anteriores se 
obtuvieron con SH-SY5Y de más de 10 pases (>10), repetimos el mismo experimento con SH-
SY5Y con menor número de pases (<10). En estas condiciones, comprobamos que la señal de 
calcio intracelular provocada por tau es menos duradera que en el caso de las células de más 
pases (figura 11). En las células de menos pases, el aumento en los niveles de calcio intracelular 
es similar al observado en presencia de acetilcolina. Este incremento de calcio inducido por tau 
no aparece cuando las células se incuban previamente con atropina (figura 11) sugiriendo, de 
nuevo, que el aumento intracelular de calcio provocado por tau está mediado por los receptores 
muscarínicos. Por tanto, la diferencia en los niveles de calcio en presencia de tau según la 
cantidad de pases puede deberse a la expresión diferencial de los distintos subtipos de 
receptores muscarínicos.  
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Figura 11. El efecto de tau sobre el incremento intracelular de calcio varía según la cantidad de pases de 
las SH-SY5Y. (A) Cambios en la fluorescencia de Fura-2 con el tiempo en SH-SY5Y con bajo número de 
pases (<10) estimuladas con 1 μM de tau en ausencia o presencia de 100 μM de atropina. En (B) se 
presentan los datos de experimentos similares a los de (A) pero, en este caso, las células tienen un mayor 
número de pases (>10). Como en las figuras anteriores, las líneas de la parte superior de la gráfica 
representan los periodos de estimulación y los datos son la media de la respuesta de ≥ 20 células. Las 
barras de error indican la desviación estándar. 
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1.3. Patrón de expresión de los receptores muscarínicos en las SH-SY5Y 
Para determinar qué subtipos de receptores muscarínicos podrían ser responsables del 
efecto de tau sobre la movilización intracelular de calcio, en un primer momento, quisimos 
caracterizar los receptores muscarínicos que se expresan en las SH-SY5Y. Mediante el uso de la 
técnica de PCR cuantitativa con el reactivo SYBR Green, determinamos los niveles de expresión 
de los distintos subtipos de receptores muscarínicos presentes en las células SH-SY5Y con pocos 
y muchos pases. La figura 12 refleja que las SH-SY5Y de pocos pases (<10) expresan los cinco 
subtipos de receptores muscarínicos siendo el M1, el M3 y el M2 los más abundantes en ese 
orden, seguidos por el M4 y, por último, el M5. Con los pases (>10), observamos que los niveles 
de expresión de los distintos receptores varían ligeramente: la expresión de M2 disminuye y, 
por el contrario, la de M3 y M4 aumenta. Estos resultados confirman que las diferencias 
observadas en el efecto de tau sobre el calcio intracelular dependiendo del número de pases de 
las SH-SY5Y radican en la variación del tipo y la cantidad de los receptores muscarínicos 
presentes en las células.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Niveles de expresión de los receptores muscarínicos (M1-5) en las células SH-SY5Y según el 
número de pases (más o menos de 10). Los datos para cada subtipo se obtienen usando la técnica de PCR 
cuantitativa con SYBR Green. Los resultados están normalizados con la cantidad de β-actina humana 
obtenida en cada caso.  
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1.4. Análisis farmacológico para determinar los receptores muscarínicos 
implicados en el efecto de tau sobre los niveles de calcio intracelular en SH-
SY5Y 
En vista de que la movilización de calcio por tau parecía mediada por los receptores 
muscarínicos, quisimos determinar cuáles eran los subtipos implicados mediante un estudio 
farmacológico. En estos experimentos, usamos distintos antagonistas específicos de los 
receptores muscarínicos: la pirencepina para bloquear el receptor M1 (Rosati et al., 1999), la 
galamina para bloquear el M2 (Gnagey et al., 1999) y el 4-DAMP para bloquear el M3 (Fritz et 
al., 2005). Los resultados obtenidos en estos estudios mostraron que, tanto la pirencepina (10 
μM) como el 4-DAMP (2 μM), previenen la movilización intracelular de calcio en presencia de 
tau (figura 13 A y C). Por el contrario, las incubaciones con galamina (2 μM) no parecen afectar 
al efecto de tau sobre la desregulación de calcio (figura 13 B). Estos datos sugieren que los 
receptores M1 y M3 median el efecto de tau sobre los niveles intracelulares de calcio. 
 
 
1.5. Transfección transitoria con M1 y M3 en células COS-7 para confirmar la 
implicación de estos receptores en la movilización de calcio inducida por tau 
Para confirmar las conclusiones de los estudios farmacológicos anteriores, realizamos un 
nuevo abordaje experimental en células COS-7 transfectadas de forma transitoria con los 
receptores muscarínicos M1 y M3.  
Primero, quisimos comprobar si las células COS-7 eran un buen modelo celular para 
estudiar el efecto de tau sobre los niveles de calcio. Usando la PCR cuantitativa con el reactivo 
SYBR Green, comprobamos, que esta línea celular, en comparación con las SH-SY5Y, no expresa 
los distintos subtipos de receptores muscarínicos (datos no mostrados). El siguiente paso fue 
comprobar si las células COS-7 transfectadas de forma transitoria con M1 y M3 expresaban los 
transgenes. Realizamos la transfección transitoria con plásmidos que contienen el cDNA de los 
receptores muscarínicos humanos M1 o M3 unidos a un tag (3 x hemaglutinina o HA) en el 
extremo amino-terminal. Como se muestra en la figura 14, usando el anticuerpo que reconoce el 
HA, en western blot e inmunofluorescencia, comprobamos la expresión de M1 y M3 en las COS-7 
transfectadas de forma transitoria con M1 y M3, respectivamente. Además, observamos, 
mediante las dos técnicas, que las COS-7 control transfectadas con el vector vacío (pcDNA 3.1) 
no presentan inmunorreactividad frente al anticuerpo HA. 
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Figura 13. Identificación farmacológica de los receptores muscarínicos implicados en el efecto de tau 
sobre los niveles de calcio intracelular. Los datos mostrados representan los cambios en la fluorescencia 
de Fura-2 con el tiempo. En todos los experimentos, las SH-SY5Y, cargadas con Fura-2, se estimularon 
primero, con acetilcolina (50 μM) y tau (1 μM) y seguidamente, con tau (1 μM) y acetilcolina (50 μM) en 
presencia de distintos antagonistas para los receptores muscarínicos: pirencepina (antagonista de M1; 10 
μM; A), galamina (de M2; 2 μM; B) y 4-DAMP (de M3; 2 μM; C). Finalmente, tras varios lavados, se añadió 
acetilcolina (50 μM) para confirmar la viabilidad de las células. Las líneas de la parte superior de la gráfica 
representan los periodos de estimulación y las barras de error, la desviación estándar. Los resultados 
presentados son la media de la respuesta de ≥ 20 células. 
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Figura 14. Transfección transitoria de las células COS-7 con plásmidos que contienen el cDNA de los 
receptores muscarínicos humanos M1 o M3 unidos a un tag (3 x HA) en el extremo amino-terminal. Las 
células control se transfectaron con el vector vacío (pcDNA 3.1) en las mismas condiciones. (A) Western blot 
de los extractos proteicos de las COS-7 transfectadas usando el anticuerpo frente a HA, que reconoce el tag 
del transgén, y la β-actina. (B) Imágenes de microscopía confocal de la inmunofluorescencia con el anti-HA 
en cubreobjetos con COS-7 transfectadas con M1 o M3. Con ambas técnicas, se confirma la expresión de los 
plásmidos transfectados. Barra de calibración = 50 μm. 
 
 
 
Más tarde, ensayamos las COS-7 transfectadas con el vector vacío (pcDNA 3.1) y vimos 
que éstas no responden ante acetilcolina o tau (figura 15 A). Sin embargo, las células que 
expresan M1 o M3 sufren un aumento en los niveles de calcio intracelular al añadir tau (figura 
15 B-C). Observamos resultados similares en el caso de las COS-7 transfectadas de forma 
transitoria con ambos receptores M1 y M3 (figura 15 D).     
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Figura 15. La proteína tau induce un incremento en el calcio intracelular en las células COS-7 que 
expresan M1 y M3. Los datos representan los cambios en la fluorescencia de Fura-2 con el tiempo en COS-
7 transfectadas con el vector vacío (A), M1 (B), M3 (C), M1 y M3 (D). En todos los experimentos, las COS-7, 
cargadas con Fura-2 AM, se estimulan primero, con acetilcolina (50 μM) y después con tau (1 μM) y por 
último, con acetilcolina (50 μM) para confirmar la viabilidad de las células. En (A), las células control no 
responden ni a acetilcolina ni a tau. (B) Las células COS-7 que expresan M1 responden a acetilcolina y a 
tau. El efecto de tau observado en las COS-7 transfectadas con M1 es similar al de las SH-SY5Y. No se 
aprecia este efecto en presencia de 100 μM de atropina (Atr). El efecto de la acetilcolina y la proteína tau 
sobre la movilización intracelular de calcio es similar en (C) y (D). Las líneas de la parte superior de la 
gráfica representan los periodos de estimulación y los datos presentados son la media de la respuesta de ≥ 
20 células ± la desviación estándar. 
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Resultados 
   
   
 
 63 
1.6. Identificación de la región de tau capaz de alterar la homeostasis 
intracelular de calcio en células COS-7 que expresan M3 
Para determinar qué región de la proteína tau está implicada en el aumento de la 
concentración de calcio, incubamos las células COS-7 transfectadas transitoriamente con M3 en 
presencia de tau y distintos fragmentos de tau (figura 16 A).  
En este experimento, empleamos de nuevo la mayor isoforma de tau (compuesto por un 
extremo amino-terminal, dos insertos amino-terminales (N), cuatro repeticiones de unión a 
microtúbulos (R) y una zona carboxilo-terminal (C)) y los fragmentos de tau siguientes: 2R 
(contiene la primera y tercera repetición), 2N (compuesto por la mitad amino-terminal de tau 
incluyendo los dos insertos), 3R (con la primera, tercera y cuarta repetición) y 3RC (con la 
primera, tercera y cuarta repetición y el extremo carboxilo-terminal de tau) (Perez et al., 1996).  
De este modo, observamos que el fragmento de tau 3RC es el que induce una mayor 
respuesta en la movilización de calcio intracelular de las células que expresan M3 (figura 16 B). 
Estos datos sugieren que la zona carboxilo-terminal es responsable del efecto de tau sobre la 
movilización de calcio.  
Para acotar la zona de la proteína tau implicada en tal efecto, utilizamos un péptido de 
tau que comprende la secuencia de residuos de 391 a 407 situados en la región carboxilo-
terminal. En este caso, comprobamos que las células responden a este péptido incrementando la 
concentración de calcio en su interior (figura 16 C), confirmando, así, que esta zona de la 
proteína tau es suficiente para inducir el efecto de tau observado sobre los niveles de calcio. 
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Figura 16. Efecto de los péptidos de tau sobre las COS-7 transfectadas de forma transitoria con M3. (A) 
Esquema estructural de la isoforma más larga de tau expresada en el SNC (tau) que contiene dos insertos  
en la región amino-terminal (N) y cuatro repeticiones de unión a microtúbulos (R) (Goedert & Jakes, 1990). 
También se representan los fragmentos de tau utilizados en este ensayo: tau 2R (contiene la primera y 
tercera repetición), 2N (compuesto por la mitad amino-terminal de tau incluyendo los dos insertos amino), 
3R (con la primera, tercera y cuarta repetición) y 3RC (con la primera, tercera y cuarta repetición y el 
extremo carboxilo-terminal de tau). En (B y C), aparecen los datos de la fluorescencia de Fura-2 con el 
tiempo obtenidos en las COS-7 transfectadas con M3. (B) Estas células se estimularon secuencialmente con: 
50 μM de acetilcolina, 1 μM de los diferentes péptidos de tau en el orden siguiente (2R, 2N, 3R y 3RC) y 
finalmente, 1 μM de tau. Por último, se añadió 50 μM de acetilcolina para confirmar la viabilidad de las 
COS-7 ensayadas. En (C), añadimos, en este orden, 50 μM de acetilcolina, 1 μM de 3RC, 1 μM de tau391-407 
(péptido de tau localizado en el extremo carboxilo-terminal que contiene los residuos 391-407) y 
nuevamente, 50 μM de acetilcolina al medio de cultivo de las COS-7 transfectadas con M3. En ambos casos 
(B y C), las líneas de la parte superior de la gráfica representan los periodos de estimulación y los datos 
presentados son la media de la respuesta (n ≥ 20 células ± desviación típica). 
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1.7. El calcio intracelular de las neuronas murinas de hipocampo en cultivo 
aumenta en presencia de la proteína tau  
Con el fin de corroborar nuestros resultados en un modelo celular más cercano al entorno 
fisiológico del cerebro, estudiamos el efecto de tau y de la acetilcolina sobre la concentración de 
calcio en cultivos de neuronas de hipocampo de 1, 2 o 7 días in vitro (DIV).  
En los cultivos de 1 DIV, menos de un 20% de las células responden a la acetilcolina (50 
μM) o a tau (1 μM). Sin embargo, tras 3 DIV, y, sobre todo tras 7 DIV, la proporción de células 
sensibles a la acetilcolina y a tau aumenta (figura 17 A-B).  
También observamos que la proporción de neuronas que expresan M1, detectadas por 
inmunofluorescencia, aumenta con el número de DIV (figura 17 D).  
La respuesta de tau se prolonga más en el tiempo que la de acetilcolina, y, quizá ahí 
radique su mayor toxicidad para la célula. Como en los experimentos anteriores realizados con 
las células SH-SY5Y y COS-7, el efecto característico de tau sobre el calcio intracelular 
desaparece cuando incubamos previamente las células con 100 μM de atropina (figura 17 C).  
Por último, comprobamos que las neuronas eran funcionales puesto que respondían a 60 
μM de KCl, un agente despolarizante, añadido al cultivo. Resultados similares se observaron en 
cultivos de neuronas corticales murinas (datos no mostrados). 
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Figura 17. La proteína tau altera la homeostasis de calcio de neuronas de hipocampo en cultivos 
primarios. (A) Datos de la fluorescencia de Fura-2 en células hipocampales de 1, 3 y 7 DIV tras la 
estimulación secuencial con acetilcolina (50 μM) y tau (1 μM). Las imágenes representan la respuesta de las 
neuronas frente a tau. En (B), se muestra el porcentaje de neuronas de hipocampo que responden a 
acetilcolina (50 μM) o a tau (1 μM) tras 1, 3 o 7 DIV. (C) Cambios en la fluorescencia de Fura-2 en las 
neuronas de 3 DIV estimuladas con acetilcolina (50 μM) y tau (1 μM) en presencia o ausencia de 100 μM de 
Atropina. Por último, las neuronas se despolarizaron con KCl (60 μM) para confirmar su viabilidad. Los 
periodos de estimulación se representan como líneas en la parte superior de la gráfica. Los datos 
presentados son la media de la respuesta de ≥ 20 células. (D) Inmunofluorescencia con el anticuerpo que 
reconoce el receptor M1 en las neuronas de hipocampo fijadas a 1, 3 o 7 DIV.  
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2. EFECTO DE DISTINTOS AGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE 
SOMATOSTATINA (sst) SOBRE LA FOSFORILACIÓN DE TAU EN LA 
Ser262 
 
2.1. El nivel de fosforilación de la Ser262 de tau es menor en la corteza de los 
ratones que no expresan cortistatina  
La aparición de la patología de tau en la corteza cerebral de los pacientes con EA 
representa un momento crítico en el desarrollo de la demencia (Delacourte et al., 1999). La 
fosforilación de tau localizada en la corteza cerebral puede deberse a la presencia de un 
neuropéptido cortical conocido como cortistatina. Para estudiar esta posibilidad, comparamos 
los niveles de fosforilación de tau en los ratones modificados genéticamente que no expresan 
cortistatina (CST -/-) y en los ratones control.  Como vimos, aunque los sitios de fosforilación de 
tau se localizan, en su mayoría, en la región rica en prolinas y carboxilo-terminal, la 
fosforilación de los sitios situados en la región de unión a los microtúbulos afecta en mayor 
grado a la unión de tau a los microtúbulos (Cho & Johnson, 2003; Drewes et al., 1995; Sengupta 
et al., 1998; Singh et al., 1996). De entre estos sitios, por el momento, sólo se ha demostrado la 
relevancia biológica de la fosforilación de la Ser262, por tanto, nuestro estudio se ha centrado en 
este residuo de tau (Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1997; Morishima-Kawashima et al., 1995; 
Perez et al., 2005). Si se observa la figura 18 puede comprobarse que los niveles de fosforilación 
de tau en la Ser262 en los extractos de corteza de los ratones control son unas dos veces mayores 
a los obtenidos de la corteza de los ratones CST -/- de misma edad (p <0.05). Del mismo modo, 
analizamos la fosforilación de tau en la Ser262, epítopo reconocido por el anticuerpo 12E8, en 
los extractos obtenidos a partir del resto de tejido cerebral (sin corteza ni hipocampo) de los 
animales anteriores. En este caso, sin embargo, no detectamos diferencias significativas entre los 
ratones control y los CST -/- (figura 18). Tampoco encontramos diferencias significativas al 
analizar la fosforilación de tau en el hipocampo (datos no mostrados). Estos datos sugieren que 
la cortistatina parece modular la fosforilación de tau en la Ser262 específicamente en la corteza 
siendo estas neuronas dianas para la cortistatina. También analizamos mediante western blot 
estos mismos extractos proteicos usando, esta vez, el anticuerpo PHF1 que reconoce las Ser396 y 
Ser404 fosforiladas de tau. En este caso, no encontramos diferencias significativas (datos no 
mostrados).  
Teniendo en cuenta que la edad representa el mayor factor de riesgo de la EA (Jicha et al., 
2008; Jorm & Jolley, 1998; Kawas & Corrada, 2006; Kukull & Bowen, 2002), quisimos comprobar 
si los niveles de fosforilación de tau en la Ser262 varían con la edad en los ratones. Para ello, 
estudiamos los niveles de fosforilación de tau en la Ser262 utilizando el anticuerpo 12E8 en las 
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Resultados 
   
   
   
 68
 
12E8
7.51
control CST -/- control CST -/-
corteza - corteza
*
0
50
100
150
200
corteza -corteza
12
E8
/ 7
.5
1 
(%
 C
on
tr
ol
)
control
CST -/-
12
E8
/ 7
.5
1 
(%
 C
on
tr
ol
)
12
E8
/ 7
.5
1 
(%
 C
on
tr
ol
)
12
E8
/ 7
.5
1 
(%
 C
on
tr
ol
)
 
cortezas de animales control y CST -/- de distintas edades (1, 6, 12 y 18 meses).  Observamos 
que la fosforilación de tau en la Ser262 aumenta con la edad en las cortezas de los ratones 
control (figura 19). En cambio, este aumento no se aprecia cuando se analiza la fosforilación de 
la Ser262 de tau en los extractos de corteza de los ratones que no expresan cortistatina. 
Posteriormente, realizamos el test de comportamiento del reconocimiento de objeto a los 
ratones control y CST -/- de más de un año de edad. Este sencillo test permite estudiar si existe 
deterioro de la memoria declarativa (Winters et al., 2008). El reconocimiento de nuevos objetos 
es una tarea difícil para muchos pacientes con enfermedades neurodegenerativas (Hajilou & 
Done, 2007; Holdstock, 2005; Laatu et al., 2003; Lee et al., 2003; Purdy et al., 2002). En nuestro 
trabajo, comprobamos que los ratones control y CST -/- de más de un año de edad no presentan 
diferencias significativas en el test de reconocimiento de objeto (n = 9 control, n = 11 CST-/-; 
datos no mostrados).  
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. La fosforilación de tau en la Ser262 es menor en la corteza de ratones CST -/-. Se realizaron 
extractos proteicos a partir de la corteza y del resto de tejido cerebral, sin corteza ni hipocampo (-corteza), 
de ratones control y CST -/- de 3 meses de edad. Los datos presentados se corresponden con los western 
blots (panel superior) y la cuantificación por densitometría (panel inferior) de la fosforilación de tau en la 
Ser262 (usando el anticuerpo 12E8) normalizada con los niveles de proteína tau total (anticuerpo 7.51). Los 
datos mostrados son las medias en unidades arbitrarias ± la desviación típica (n = 3). *p<0.05 comparados 
con los datos control. 
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Figura 19. La fosforilación de tau en la Ser262 aumenta con la edad en las cortezas de los ratones control 
pero no en las de los ratones CST -/- . Se obtuvieron extractos proteicos de la corteza cerebral de ratones 
control y CST -/- de distintas edades (1, 6, 12 y 18 meses). Posteriormente, se analizaron por western blot 
(panel superior) utilizando los anticuerpos que detectan la Ser262 fosforilada de tau (12E8) y el tau total 
(7.51). Las gráficas representan la cuantificación por densitometría en unidades arbitrarias de la 
fosforilación de tau en la Ser262. Se normalizaron los niveles de fosforilación de tau en la Ser262 con la 
cantidad de tau total. El panel de la derecha muestra los resultados obtenidos con los extractos de los 
ratones control y, el de la izquierda, los de los ratones CST -/-. Los datos representan las medias ± la 
desviación típica (n = 2-4). *p<0.05 comparados con los ratones de 1 mes de edad. 
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2.2. La cortistatina promueve la fosforilación de tau en la Ser262 de cultivos 
primarios de neuronas corticales murinas  
Para corroborar in vitro los resultados mencionados anteriormente obtenidos a partir de 
experimentos in vivo, añadimos a cultivos primarios de neuronas corticales murinas 50 nM de 
cortistatina durante distintos tiempos de incubación (5, 15 y 30 min). Más tarde, analizamos 
mediante la técnica de western blot los niveles de fosforilación de tau en los distintos extractos 
proteicos usando los anticuerpos frente a tau siguientes: el 12E8 que detecta la fosfoSer262 y el 
PHF1 que reconoce ambas Ser396 y Ser404 fosforiladas. Observamos que las incubaciones de 30 
minutos con cortistatina aumentan de forma significativa, unas dos veces respecto al control, los 
niveles de fosforilación de la proteína tau en la Ser262 (p<0.01; figura 20 A). 
En vista de que los niveles de fosforilación de los controles eran sorprendentemente 
elevados, quisimos comprobar si algún factor presente en el medio del cultivo celular podía 
inducir un aumento en la fosforilación de la Ser262 de tau. Para ello, aumentamos el tiempo de 
incubación de las células corticales en presencia de medio neurobasal (NB) sin suero pasando 
de estar 2 horas (como en el experimento anterior) a estar 6 horas. Esta vez observamos que 
efectivamente los niveles de fosforilación de la proteína tau en la Ser262 reconocidos por el 
anticuerpo 12E8 disminuyen cuando la incubación en NB es más larga (figura 20 B).  
En este caso, repetimos el tratamiento anterior de 50 nM de cortistatina, pero esta vez en 
células incubadas previamente en NB durante 6 horas y, de este modo, confirmamos 
nuevamente que la cortistatina induce un aumento significativo en los niveles de fosforilación 
de la proteína tau en la Ser262 y observamos que este aumento es algo mayor al del 
experimento anterior en el que las células estuvieron 2 horas en presencia de NB (p<0.05; figura 
20 C).  
Comparamos las células tratadas con cortistatina con las tratadas con el vehículo 
mediante el uso de inmunofluorescencia. Usando el anticuerpo 334, que reconoce la isoforma β3 
neuronal de la tubulina, comprobamos que el aumento de la fosforilación de tau en la Ser262 
inducido por la cortistatina no es suficiente para producir un cambio morfológico aparente en 
las células (figura 20 D). Tanto en las células tratadas como en las tratadas con el vehiculo 
encontramos neuronas con prolongaciones largas y otras con extensiones de menor longitud. 
Tampoco observamos diferencias al analizar los cubre-objetos tratados y controles mediante 
inmunofluorescencia con el anticuerpo 12E8 que reconoce la Ser262 fosforilada de tau (datos no 
mostrados). 
También analizamos por western blot los mismos ensayos de 50 nM de cortistatina usando 
el anticuerpo PHF1 que reconoce las Ser396/404 fosforiladas. Sin embargo, en este caso, no se 
encontraron diferencias en los niveles de fosforilación de este epítopo (datos no mostrados). 
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Para estudiar el efecto de distintas concentraciones de cortistatina en la fosforilación de la 
Ser262 de tau, añadimos al medio de cultivo de las neuronas corticales, tras 2 horas en NB sin 
suero, 5 nM, 50 nM y 500 nM de cortistatina durante 30 minutos (figura 21). Las diferentes 
concentraciones de cortistatina producen un aumento de los niveles de fosforilación de tau en la 
Ser262 alcanzando una meseta a 50 nM (p<0.05). 
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Figura 20. Aumento de la fosforilación de tau en la Ser262 en presencia de cortistatina en cultivos 
primarios de neuronas corticales murinas. (A) Tras 2 horas en NB sin suero, las neuronas en cultivo se 
incubaron con 50 nM de cortistatina durante 5, 15 y 30 minutos y, después, se analizaron los extractos 
proteicos mediante western blot. La cuantificación (panel derecho) de la fosforilación de tau en la Ser262 
usando el anticuerpo 12E8 se realizó por densitometría en unidades arbitrarias. Los datos de fosforilación 
de tau se normalizaron con los valores de tau total reconocido por el anticuerpo 7.51. (B) Western blots y 
cuantificación (a la derecha) realizada como se describe anteriormente, de los niveles basales de 
fosforilación de tau en la Ser262 tras 2 o 6 horas de incubación en NB sin suero. En (C) repetimos el mismo 
experimento que en (A) pero después de 6 horas de incubación en NB sin suero. En todos los casos, los 
datos presentados son las medias en unidades arbitrarias ± la desviación típica de los experimentos 
realizados por triplicado. *p<0.05, **p<0.01 respecto al control. (D) Inmunofluorescencia con el anticuerpo 
334 (en rojo) en neuronas tratadas, en las mismas condiciones, con el vehículo (control) y tratadas con 
cortistatina (50 nM, 30 min) tras 2 horas en NB sin suero. A la derecha, aparecen neuronas con extensiones 
de corta longitud y, a la izquierda, células con prolongaciones mayores. Barra, 50 μm. 
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Figura 21. Efecto de la concentración de la cortistatina sobre la fosforilación de tau en la Ser262 en 
neuronas corticales en cultivo. Tras 2 horas en NB sin suero, se trataron las células con diferentes 
concentraciones de cortistatina (5 nM, 50 nM y 500 nM) durante 30 minutos. Más tarde, se analizaron los 
extractos proteicos mediante western blot. La cuantificación (panel derecho) de la fosforilación de tau en la 
Ser262 (usando el anticuerpo 12E8) se realizó por densitometría y el resultado está indicado en unidades 
arbitrarias. Los niveles de fosforilación de tau en la Ser262 se normalizaron con los niveles de proteína tau 
total detectados por el anticuerpo 7.51. Las distintas concentraciones de cortistatina inducen un aumento 
significativo en la fosforilación de tau en la Ser262. Los datos representan las medias ± la desviación típica 
de los experimentos realizados por triplicado. *p<0.05 respecto al control sin cortistatina. 
 
 
 
2.3. La somatostatina también favorece la fosforilación de tau en la Ser262 
pero con una cinética diferente a la de la cortistatina en neuronas corticales 
murinas en cultivo 
Como la cortistatina pertenece a la familia de la somatostatina y para estudiar el efecto de 
la somatostatina sobre los niveles de fosforilación de la Ser262 de la proteína tau, tratamos los 
cultivos primarios de neuronas corticales con somatostatina. Primero, incubamos las células con 
NB sin suero durante 2 horas y después, añadimos somatostatina a una concentración de 50 nM 
durante 5, 15 y 30 minutos. La figura 22 A muestra cómo la incubación con somatostatina de tan 
sólo 5 minutos es suficiente para aumentar de forma significativa los niveles basales de 
fosforilación de tau en la Ser262, epítopo reconocido por el anticuerpo 12E8 (p<0.05). De modo 
que la somatostatina también induce un aumento en los niveles de fosforilación de la proteína 
tau en la Ser262 pero dicho aumento es más rápido que en el caso de los tratamientos con 
cortistatina.  
Como en la figura 20 C, se repitió el tratamiento de neuronas corticales murinas con 50 
nM de somatostatina durante distintos tiempos de incubación tras estar 6 horas en NB sin 
suero. Una vez más, se confirmó que la somatostatina induce un aumento significativo en los 
niveles de fosforilación de la Ser262 en tratamientos de 5 minutos (p<0.05; figura 22 B).  
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Además, comprobamos los niveles de fosforilación de tau en las Ser396/404  usando el 
anticuerpo PHF1. En  este caso, como en los tratamientos con cortistatina, los tratamientos con 
somatostatina no parecían afectar a los niveles de fosforilación de la proteína tau en las  
Ser396/404 (datos no mostrados).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. La somatostatina induce un aumento en la fosforilación de tau en la Ser262 en cultivos 
primarios de neuronas corticales murinas. (A) Después de 2 horas en NB sin suero, se incubaron las 
neuronas en cultivo con 50 nM de somatostatina durante 5, 15 y 30 minutos. Se realizaron western blots de 
los extractos proteicos correspondientes usando los anticuerpos 12E8 (reconoce la Ser262 fosforilada de 
tau) y 7.51 (tau total). Los datos presentados en unidades arbitrarias representan la cuantificación por 
densitometría de los western blots anteriores. Los niveles de fosforilación de tau en la Ser262 se 
normalizaron con los de tau total. Aparecen las medias de los datos por triplicado en unidades arbitrarias 
± la desviación típica. (B) Como en (A) pero la incubación en presencia de medio NB sin suero fue de 6 
horas. *p<0.05 respecto al control sin somatostatina.   
 
 
 
2.4. El octreotide no afecta a la fosforilación de tau en la Ser262 de neuronas 
corticales murinas en cultivo 
Para continuar con el estudio de los distintos agonistas de los receptores de 
somatostatina, nos interesamos por el efecto del octreotide, un octapéptido sintético análogo de 
la somatostatina que se une preferentemente a sst2, sst3 y sst5, sobre la fosforilación de tau en la 
Ser262. De forma similar a los ensayos realizados con cortistatina y somatostatina (figuras 20 A 
y 22 A), incubamos los cultivos primarios de neuronas corticales en NB sin suero durante 2 
horas y añadimos distintos tratamientos con 50 nM de octreotide durante 5, 15 y 30 minutos. 
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Los resultados sugieren que el octreotide no produce un efecto significativo sobre la 
fosforilación de tau en la Ser262 usando el anticuerpo 12E8 (figura 23 A).  
Con objeto de analizar el efecto de distintas concentraciones de octreotide sobre la 
fosforilación de tau en la Ser262, tratamos los cultivos primarios de neuronas corticales murinas 
previamente incubadas con NB sin suero (2 h) con 5 nM, 50 nM, 100 nM y 500 nM de octreotide  
durante 30 minutos. Una vez más, no observamos un efecto significativo del octreotide sobre la 
fosforilación de tau en la Ser262 en ninguna de las condiciones experimentales anteriores (figura 
23 B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. El octreotide no afecta a la fosforilación de tau en la Ser262 en neuronas corticales en cultivo. 
(A) Se incubaron las células en NB sin suero (2h) y se añadió 50 nM de octreotide durante 5, 15 y 30 
minutos. Los extractos proteicos se analizaron mediante western blot utilizando los anticuerpos frente a tau 
que reconocen la fosfoSer262 (anticuerpo 12E8) y tau total (anticuerpo 7.51). Los datos obtenidos 
representan la cuantificación en unidades arbitrarias (panel de la derecha) por densitometría de los niveles 
de fosforilación de tau en la Ser262 normalizados con los de tau total (n = 3 ± la desviación típica). (B) En 
otro experimento, y tras 2 horas en NB sin suero, se añadió octreotide a las neuronas en distintas 
concentraciones (5 nM, 50 nM, 100 nM y 500 nM) durante 30 minutos.  La cuantificación (a la derecha) de 
los niveles de inmunorreactividad obtenidos en los western blots se realizó como en (A).  
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2.5. Las neuronas corticales murinas en cultivo presentan receptores que unen 
cortistatina 
Para comprobar si el efecto de la cortistatina sobre la fosforilación de tau en la Ser262 está 
mediado por su unión a receptores específicos, estudiamos la unión y la internalización de un 
compuesto de cortistatina acoplada a fluoresceína (Fluo-cortistatina) en cultivos primarios de 
neuronas corticales murinas.  
En un principio, observamos que algunas de las neuronas incubadas en presencia de 
Fluo-cortistatina (1-5 μM) durante 30 minutos presentaban un intenso marcaje punteado 
fluorescente en el citoplasma del soma neuronal indicando que se había producido una 
internalización de los receptores unidos a cortistatina (figura 24 A). Para determinar el número 
de células que mostraban internalización, realizamos una inmunofluorescencia de los cubre-
objetos usando el anticuerpo policlonal 334 que reconoce una isoforma de tubulina neuronal (la 
β3) y DAPI para teñir los núcleos. El 24 ± 8% de las células tratadas con Fluo-cortistatina (5 μM, 
30 min) mostraban internalización (figura 24 A).  
Sin embargo, si se observa la figura 24 B, parece que una corta incubación de 1 minuto de 
duración con Fluo-cortistatina no es suficiente para evidenciar un marcaje fluorescente en el 
interior neuronal. La unión y la internalización de la Fluo-cortistatina se evita de forma 
significativa en presencia de un exceso de cortistatina o somatostatina (100 μM, 10 min; p<0.05). 
Estos resultados parecen sugerir que la unión de Fluo-cortistatina está mediada por receptores 
de somatostatina.  
En la figura 24 C, se muestra que la internalización de la Fluo-cortistatina también se ve 
inhibida cuando se pre-incuban las células con PAO (1 μM, 30 min), un potente inhibidor de la 
endocitosis. Por el contrario, observamos internalización de la Fluo-cortistatina al realizar, como 
control, el experimento anterior añadiendo a las células el mismo volumen de DMSO, el 
vehículo donde diluimos el PAO (datos no mostrados). Estos datos sugieren que la 
internalización de la Fluo-cortistatina en las neuronas corticales murinas en cultivo está 
mediada por la formación de vesículas de clatrina. 
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Figura 24. Internalización de Fluo-cortistatina en cultivos primarios de neuronas de corteza murina. Los 
cultivos se incubaron con 5 μM de Fluo-cortistatina durante 30 minutos (A) y 1 minuto (B). En un 
experimento diferente, las células se trataron previamente con un inhibidor de la endocitosis llamado PAO 
(1 μM, 30 min) y luego, se añadió la Fluo-cortistatina (5 μM, 30 min; C). Se muestra, del mismo campo, la 
distribución de la Fluo-cortistatina (fluorescencia verde), la tubulina neuronal detectada gracias al uso del 
anticuerpo policlonal 334 (fluorescencia roja) y los núcleos (DAPI). La barra de calibración equivale a 20 
μm.  
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2.6. Las neuronas corticales en cultivo expresan los cinco subtipos de 
receptores de somatostatina 
Como se ha visto en los experimentos anteriores, la somatostatina es capaz de evitar la 
unión de la Fluo-cortistatina a los receptores presentes en las neuronas corticales en cultivo, 
parece pues lógico pensar que la cortistatina se une a los receptores de somatostatina de estas 
neuronas. De modo que para determinar qué subtipo de receptor de somatostatina es 
responsable de la unión de cortistatina en las neuronas, realizamos una PCR cuantitativa 
específica para cada subtipo de receptor de somatostatina (sst1-5).  Utilizando el reactivo de 
PCR SYBR Green, como viene descrito en el apartado de materiales y métodos, obtuvimos una 
curva de amplificación para cada subtipo de receptor de somatostatina. Los datos normalizados 
con los obtenidos a raíz de la amplificación de la β-actina determinaron el nivel de expresión de 
los genes de interés.  
Los resultados de la PCR cuantitativa, resumidos en la figura 25, muestran que las 
neuronas corticales murinas expresan transcritos para los cinco subtipos de receptores de 
somatostatina. El mRNA del receptor sst2 es el más abundante (aproximadamente diez veces 
más que los mRNA de sst1 y sst4) seguido por el mRNA de sst1 y el de sst4. La cantidad de 
receptor sst3 expresada en las neuronas corticales es menos relevante (representa alrededor de 
un 1% respecto al de sst2). Finalmente, el receptor sst5 es el menos expresado puesto que sólo se 
detecta después de 30 ciclos de amplificación (menos de un 0.1% respecto a sst3).  
Como ya se ha indicado, la unión de cortistatina a los receptores celulares resulta en su 
internalización (figura 24), de modo que parece improbable que el receptor sst1 medie este 
efecto puesto que está descrito que la tasa de internalización de este receptor es baja (Hofland & 
Lamberts, 2003). Dejando a un lado este receptor y centrándonos en los más abundantes, 
quisimos comprobar si los receptores sst2 y sst4 eran responsables del efecto de cortistatina 
sobre la fosforilación de tau en la Ser262.  
Implicaciones de la proteína tau y la cortistatina en la progresión de la enfermedad de Alzheimer  
Resultados 
   
   
 
 79 
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
400000
450000
sst1 sst2 sst3 sst4 sst5
Ex
pr
es
ió
n 
re
la
tiv
a 
(%
 s
st
5)
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Niveles de expresión de los distintos subtipos de receptores de somatostatina (sst1-5) a partir 
de RNA purificado de neuronas de corteza murina en cultivo (PCR cuantitativa). Aparecen los valores 
de la media de los ciclos de amplificación umbral (CT) para cada receptor sst1-5 normalizados con el CT de 
β-actina murina. Todos los datos presentados se expresan como 1/CT  y se refieren al 100% de sst5 (n = 3 ± 
desviación estándar). 
 
 
 
2.7. Los receptores sst2 y sst4 están implicados en el efecto de la cortistatina 
sobre la fosforilación de tau en la Ser262 
Para determinar los subtipos de receptores de somatostatina responsables del aumento de 
la fosforilación de tau en la Ser262 inducida por la cortistatina, estudiamos las neuronas 
corticales en cultivo de distintas cepas de ratón deficientes en receptores de somatostatina de los 
subtipos 2 y 4: (1) sst2 -/-, (2) sst4 -/- y (3) sst2/4 -/-. Del mismo modo que en los experimentos 
anteriores (figura 20 A), se incubaron las células en presencia de 50 nM de cortistatina durante 
5, 15 y 30 minutos tras 2 horas en NB sin suero, y, más tarde, analizamos por western blot la 
fosforilación de tau en la Ser262 usando el anticuerpo 12E8 y los niveles totales de tau 
utilizando el anticuerpo 7.51. Como se muestra en la figura 26, los tratamientos con cortistatina 
en las neuronas procedentes de los ratones sst2 -/- y sst4 -/- no inducen un aumento 
significativo en la fosforilación de tau en el sitio de la Ser262. Se encontraron resultados 
similares en el caso de los cultivos obtenidos de animales sst2/4 -/- (datos no mostrados).  
En conclusión, estos resultados sugieren que el efecto de la cortistatina sobre la 
fosforilación de tau en la Ser262 está mediado, al menos en parte, por los receptores sst2 y sst4. 
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Figura 26. La cortistatina no afecta a la fosforilación de tau en la Ser262 en cultivos de neuronas 
realizados a partir de cortezas de ratones sst2 -/- y sst4 -/-. (A) Se incubaron las células sst2 -/- en 
presencia de cortistatina (50 nM, 5, 15 y 30 min). Seguidamente, se realizaron western blots usando los 
anticuerpos 12E8 (reconoce la Ser262 fosforilada de tau) y 7.51 (tau total). La cuantificación en unidades 
arbitrarias (a la derecha) se realizó por densitometría de los western blots anteriores. Los niveles de 
fosforilación de tau en la Ser262 se normalizaron con los de tau total (n = 3 ± la desviación típica). (B) Se 
realizó un experimento similar al anterior pero, esta vez, con neuronas sst4 -/-.  
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2.8. La cortistatina incrementa la fosforilación de tau en la Ser262 
probablemente a través de su unión a receptores heterodiméricos compuestos 
por sst2 y sst4 
Para desvelar qué subtipo/s de receptor/es de somatostatina es/son responsable/s del 
efecto de la cortistatina sobre la fosforilación de tau en la Ser262, realizamos tratamientos con 
cortistatina en células HEK-293 transfectadas de forma transitoria. Como se indica en la sección 
de materiales y métodos, transfectamos con varias combinaciones de tres plásmidos distintos 
compuestos por el vector pcDNA 3.1 y el inserto de cDNA de tau, sst2 o sst4 en cada caso. Las 
transfecciones transitorias realizadas fueron las siguientes: (1) tau, (2) tau y sst2, (3) tau y sst4 y 
(4) con los tres plásmidos (tau, sst2 y sst4).  
En un primer momento, quisimos comprobar si las células HEK-293 transfectadas de 
forma transitoria expresaban los transgenes. Por un lado, usando la técnica de PCR cuantitativa 
con el reactivo SYBR Green, observamos que tau, sst2 y sst4 se expresan cuando se transfectan 
(figura 27 A-C). Por otro lado, comprobamos que la proteína tau se expresa en las HEK-293 
transfectadas con el cDNA de tau en experimentos de inmunofluorescencia con el anticuerpo 
tau 1 que reconoce tau (figura 27 D). De igual forma confirmamos la expresión de tau en las 
HEK-293 transfectadas con el cDNA de tau y con el de sst2, sst4 y con ambos (datos no 
mostrados). La expresión de tau no se aprecia en células control transfectadas con el vector 
pcDNA 3.1 (figura 27 D). 
Las células HEK-293 transfectadas de forma transitoria con (1) tau, (2) tau y sst2, (3) tau y 
sst4 y (4) tau, sst2 y sst4 se incubaron en presencia de distintas concentraciones de cortistatina 
(5, 50, 200 y 500 nM) durante 30 minutos. Se analizaron los extractos proteicos correspondientes 
mediante western blot utilizando el anticuerpo 12E8 que reconoce la Ser262 fosforilada de tau. La 
cortistatina no parece afectar de forma significativa a la fosforilación de tau en la Ser262 cuando 
se añadía a las HEK-293 transfectadas con sólo tau (datos no mostrados), con tau y sst2 o con 
tau y sst4 (figura 28 A y B). Por el contrario, los tratamientos con 200 nM o 500 nM de 
cortistatina producen un aumento significativo en la fosforilación de tau en la Ser262 en las 
HEK-293 transfectadas con tau, sst2 y sst4 (figura 28 C; p<0.05). Estos experimentos sugieren 
que ambos receptores, sst2 y sst4, son necesarios para mediar el efecto de la cortistatina sobre la 
fosforilación de tau en la Ser262. 
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De igual forma, tratamos las células HEK-293 transfectadas de forma transitoria con 
diferentes concentraciones de somatostatina (de 5, 50, 200 y 500 nM) durante 5 minutos. En este 
caso, a diferencia del tratamiento con cortistatina, la somatostatina no induce un efecto 
significativo en la fosforilación de la Ser262 de tau (datos no mostrados) en las HEK-293 
transfectadas con (1) tau, (2) tau y sst2, (3) tau y sst4 y, por último, (4) con los tres plásmidos 
(tau, sst2 y sst4). Parece que la cortistatina y la somatostatina median su efecto sobre la 
fosforilación de tau en la Ser262 por diferentes mecanismos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Expresión de tau, sst2 y sst4 en las células HEK-293 transfectadas de forma transitoria con 
tau, sst2 y sst4. Datos de la PCR cuantitativa para detectar los niveles de expresión de tau (A), de sst2 (B) y 
de sst4 (C) en las transfecciones transitorias siguientes: (1) tau, (2) tau+sst2, (3) tau+sst4 y (4) tau+sst2+sst4. 
Como control, transfectamos en las mismas condiciones el vector vacío pcDNA 3.1. Los resultados, 
normalizados usando los datos de la β-actina humana, se presentan como 1/CT  respecto al control (n = 3 ± 
desviación estándar). (D) Células HEK-293 transfectadas con pcDNA 3.1 (control, a la izquierda) o con tau 
(a la derecha) analizadas por inmunofluorescencia con un anticuerpo frente a tau (tau 1; fluorescencia roja) 
y tinción con DAPI (azul). La barra equivale a 20 μm. 
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Figura 28. Fosforilación de la proteína tau en la Ser262 en las células HEK-293 transfectadas de forma 
transitoria con tau, sst2 y sst4. Tratamos las HEK-293 transfectadas con tau+sst2 (A), tau+sst4 (B) y 
tau+sst2+sst4 (C) con distintas concentraciones de cortistatina (5 nM, 50 nM, 200 nM y 500 nM) durante 30 
minutos. Los extractos se analizaron por western blot para reconocer la Ser262 fosforilada de tau 
(anticuerpo 12E8) y tau total (7.51). La cuantificación por densitometría en unidades arbitrarias de los 
niveles de fosforilación de tau en la Ser262 se normalizó con la de tau total. Se representan las medias de 
los datos por triplicado ± la desviación típica. *p<0.05 respecto al control sin cortistatina.  
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2.9. La PKC fosforila a la proteína tau en la Ser262 en presencia de cortistatina 
en neuronas corticales murinas 
 La PKC puede fosforilar a la proteína tau en, al menos, 4 sitios distintos de la molécula 
situados en el dominio de unión a tubulina (Correas et al., 1992). Una de estas secuencias 
contiene la Ser262, el epítopo reconocido por el anticuerpo 12E8 (Gomez-Ramos et al., 2003; 
Xiao-Chuan et al., 2004). Con objeto de comprobar si la PKC está implicada en la fosforilación 
de tau en la Ser262 inducida por cortistatina, tratamos los cultivos de neuronas corticales 
murinas con Ro 31-8220, un inhibidor de la PKC. En algunos casos, añadimos al medio 
cortistatina (50 nM, 30 min), como hicimos en los experimentos anteriores, y en otros, 
realizamos una pre-incubación con Ro 31-8220 (10 μM, 60 min), y después agregamos o no 
cortistatina. Los resultados de la figura 29 muestran que el incremento de la fosforilación de tau 
en la Ser262 inducido por cortistatina no se observa en presencia de Ro 31-8220 sugiriendo que 
la cortistatina activa a la PKC y que ésta fosforila a tau en la Ser262. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. La PKC está implicada en el incremento de la fosforilación de tau en la Ser262 por la 
cortistatina en cultivos de neuronas de corteza. Se realizaron los siguientes tratamientos: (1) 50 nM de 
cortistatina 30 min, (2) 10 μM  de Ro 31-8220, un inhibidor de la PKC, 90 min, (3) un pre-tratamiento con 10 
μM de Ro 31-8220 60 min seguido por, 50 nM de cortistatina 30 min. Los extractos proteicos se analizaron 
mediante western blot utilizando el anticuerpo 12E8 para detectar la fosfoSer262 de tau y el 7.51, que 
reconoce tau independientemente de su estado de fosforilación. Posteriormente, se realizó la cuantificación 
(panel de la derecha) por densitometría de los niveles de fosforilación de tau en la Ser262. Estos datos, en 
unidades arbitrarias, se normalizaron con los de tau total (n = 3 ± la desviación típica). *p<0.05 comparado 
con el control tratado, en las mismas condiciones, con el vehículo.  
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Numerosas evidencias avalan la relevancia de la proteína tau en el desarrollo de la EA y 
de otras tauopatías. Por un lado, se considera que la presencia de NFT representa una marca 
histopatológica de estas enfermedades, y que éstas, pueden deberse en algunos casos, como las 
FTDP-17, a mutaciones puntuales en el gen que codifica para la proteína tau (Wang & Liu, 
2008). Además, se ha visto que el número de NFT correlaciona con el grado de demencia de los 
pacientes con EA (Arriagada et al., 1992a; Arriagada et al., 1992b) y que la distribución de la 
patología neurofibrilar en la EA sigue un patrón anatómico característico que también se asocia 
con el grado de demencia del enfermo (Braak & Braak, 1991). En personas de edad avanzada, 
asintomáticos para la EA, se detecta la patología de tau en la corteza transentorrinal. Esta 
patología, en pacientes con MCI que presentan pérdida de memoria, se extiende a otras 
estructuras cerebrales como la corteza entorrinal y el hipocampo. En el caso de los enfermos de 
Alzheimer, los NFT invaden también el resto de la corteza.  
En definitiva, estos trabajos relacionan la patología de tau con la progresión de la EA. Por 
tanto, uno de los objetivos fundamentales de esta tesis doctoral ha sido profundizar en los 
mecanismos moleculares que podrían explicar dicha relación tratando de estudiar el papel que 
juega tau en el avance de la enfermedad y en la atrofia cerebral debida a la muerte neuronal.  
Por otra parte, también nos pareció importante estudiar la posible existencia de factores 
que determinasen el desarrollo de la patología de tau en la corteza cerebral. Este momento es 
clave en la progresión de la enfermedad puesto que determina el paso crítico del estado de 
“pérdida de memoria”, propia del MCI, al de “demencia” que caracteriza al enfermo de 
Alzheimer (Braak & Braak, 1991; Delacourte et al., 1999). El momento en el que la patología de 
tau pasa de la corteza entorrinal y el hipocampo a la corteza cerebral se conoce como “punto de 
no retorno”. En este trabajo, demostramos que la cortistatina, un neuropéptido que se expresa 
principalmente en la corteza, podría jugar un papel relevante en el desarrollo de la patología de 
tau en este área cerebral (de Lecea et al., 1996; de Lecea et al., 1997). La cortistatina podría 
constituir una señal endógena capaz de modular las actividades de las quinasas y las fosfatasas 
que afectan a la fosforilación de tau. A continuación discutiremos los puntos clave de esta tesis. 
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1. PAPEL QUE JUEGA TAU EN EL AVANCE DE LA EA 
 
1.2. La proteína tau extracelular induce un aumento en el calcio intracelular a 
través de M1 y M3  
En nuestro trabajo, observamos que la proteína tau induce un aumento en el calcio 
intracelular. Diversos estudios realizados previamente, indican que otras proteínas relacionadas 
con enfermedades neurodegenerativas como la α-sinucleína (Danzer et al., 2007), el β-amiloide 
o la proteína priónica (Demuro et al., 2005) alteran la homeostasis del calcio intracelular cuando 
se añaden a cultivos de neuronas. Sin embargo, los mecanismos que regulan esta alteración del  
calcio difieren según el tipo de proteína ensayada (Adamczyk & Strosznajder, 2006; Danzer et 
al., 2007; Gomez-Ramos et al., 2006). Basándonos en nuestros resultados sugerimos que la 
proteína tau induce cambios en el nivel intracelular de calcio a través de su interacción con los 
receptores muscarínicos. La activación de estos receptores provoca la liberación de calcio de los 
orgánulos intracelulares. De hecho, se han descrito otras proteínas capaces de interaccionar con 
receptores muscarínicos como el caso reciente de una glicoproteína vírica (Kumar et al., 2007). 
En primer lugar, para identificar qué receptor muscarínico sería capaz de unir tau, tuvimos que 
determinar qué subtipos de receptores se expresan en las células de neuroblastoma humano 
SH-SY5Y. Como se mencionó en el apartado de resultados, los receptores M1, M2 y M3 son los 
más abundantes. Este patrón de expresión correlaciona bastante bien con lo que ocurre en el 
cerebro ((Piggott et al., 2002); http://www.brain-map.org/). M1 se expresa en gran cantidad en 
todo el cerebro, incluyendo las regiones más afectadas por la EA. El receptor M2 parece estar 
relacionado con la neurodegeneración puesto que se ha descrito su menor densidad en cerebros 
de pacientes con EA (Mash et al., 1985). Por último, el M3 se localiza en la corteza, el hipocampo 
y la formación retrohipocampal. De modo que podemos considerar a las SH-SY5Y como un 
buen modelo para estudiar el efecto de tau. Así que centramos nuestra búsqueda en los 
receptores M1, M2 y M3. Tras realizar distintos estudios farmacológicos y análisis mediante 
transfecciones transitorias, como se detalla en la sección de resultados, concluimos que M1 y M3 
podrían ser responsables de la interacción con tau descartando así el papel de M2.  
Por otra parte, diversas evidencias apuntan que existe una relación entre los receptores 
muscarínicos y el procesamiento del APP. Este procesamiento, de función desconocida por el 
momento, puede seguir dos vías. Se denomina vía no amiloidogénica a la ruta en la que actúan 
secuencialmente, la α-secretasa primero y más tarde, la γ-secretasa. De este modo, se genera el 
largo dominio extracelular del APP (αAPPs) que tiene efectos neuroprotectores, un péptido 
pequeño (p3), que no forma agregados y el dominio intracelular del APP (AICD) (Hartmann et 
al., 2007). Por otro lado, en la vía amiloidogénica, la activación de la β-secretasa seguida de la γ-
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secretasa da lugar al dominio extracelular del APP (βAPPs), al péptido β-amiloide y al AICD. La 
β-secretasa comprende una familia de aspartil proteasas con, al menos, dos miembros altamente 
homólogos (BACE1, la mayoritaria en neuronas, y BACE2) (Hartmann et al., 2007). La γ-
secretasa corta el APP en dos lugares alternativos: la valina 711 dando β-amiloide 40 o la 
alanina 713 generando β-amiloide 42 (Selkoe, 2001). Se ha visto que la activación de M1 y M3 
promueve el procesamiento del APP por la vía no amiloidogénica (Nitsch et al., 1992). En 
cuanto a la relación entre la estimulación de los receptores muscarínicos y la vía 
amiloidogénica, se sabe que la activación de M1 conlleva un incremento en la expresión de 
BACE, sin embargo, la estimulación de M2 produce una disminución de su expresión (Zuchner 
et al., 2004; Zuchner et al., 2005). A pesar de estos datos, por el momento, en nuestro modelo, no 
hemos encontrado un efecto de tau sobre el procesamiento del APP.  
 
 
1.2. La controversia en torno a la posible toxicidad de la proteína tau 
Como se ha mencionado, la relevancia de la patología de tau en la progresión de la EA se 
demostró en los trabajos en los que se descubrió que el número de NFT y la progresión 
anatómica de la patología fibrilar correlacionan con el grado de demencia de los pacientes con 
esta enfermedad (Arriagada et al., 1992a; Arriagada et al., 1992b; Braak & Braak, 1991). 
Posteriormente, estudios de inmunohistoquímica mostraron que existe una relación inversa 
entre el número de ovillos fantasma y el número de neuronas vivas (Bondareff et al., 1989; Cras 
et al., 1995; Fukutani et al., 1995) sugiriendo que las neuronas que degeneran desarrollan 
previamente agregados de tau. Por el momento, sigue sin saberse si la relación entre la 
patología de tau y la muerte neuronal se debe a una pérdida de función de la proteína tau 
normal o a una ganancia de función de tau debida a su toxicidad.   
Diversos datos apoyan la idea de la pérdida de función de tau como posible causante de la 
disfunción sináptica y la posterior neurodegeneración: la proteína tau, al separarse de los 
microtúbulos, deja de estabilizarlos pudiendo comprometer la morfología normal de la célula y 
otras funciones del citoesqueleto como el transporte axonal (Roy et al., 2005; Trojanowski et al., 
2005). Con el tiempo, se forman los NFT y éstos podrían secuestrar más tau, amplificando así, la 
pérdida de la función normal de esta proteína. Se ha demostrado que el tau hiperfosforilado 
inhibe el ensamblaje de los microtúbulos en presencia de cualquier isoforma de tau 
desfosforilado y que causa la desestabilización de los microtúbulos previamente formados 
(Alonso et al., 2001). De igual forma, el tau fibrilar en PHF compromete la estabilidad de los 
microtúbulos resultando en un descenso del transporte axonal y dendrítico (Alonso et al., 1996; 
Salehi et al., 2003). En relación a esta hipótesis, el grupo de Trojanowski (2005) ha demostrado 
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que la administración de una droga (paclitaxel) capaz de estabilizar los microtúbulos mejora el 
deterioro motor de modelos murinos de tauopatías (Zhang et al., 2005). Este experimento 
destaca la relevancia de la integridad de la red de microtúbulos para evitar los síntomas 
asociados a la neurodegeneración.  
Por otra parte, algunos trabajos realizados en ratones modificados genéticamente 
sostienen que la proteína tau no es esencial para el correcto funcionamiento de la célula, ya que 
su función podría verse complementada por otras proteínas. Por un lado, datos recientes 
demuestran que el transporte axonal no se ve afectado por la sobre-expresión o la falta de tau en 
la retina murina (Yuan et al., 2008). Además, conclusiones similares se han obtenido del estudio 
de dos líneas independientes de ratones que no expresan tau (Dawson et al., 2001; Harada et al., 
1994). En ambos casos, observaron que los animales eran viables y que no presentaban grandes 
deficiencias fenotípicas (Dawson et al., 2001; Harada et al., 1994). La falta de tau podría estar 
compensada por una sobre-expresión de otras proteínas asociadas a microtúbulos como la 
MAP1A (Harada et al., 1994). En concreto, las únicas modificaciones morfológicas descritas 
fueron un retraso en la maduración axonal de neuronas en cultivo (Dawson et al., 2001) y, en la 
otra línea independiente de ratones, axones neuronales de menor calibre e hiperactividad 
(Harada et al., 1994; Ikegami et al., 2000). A pesar de esas diferencias, estudios recientes 
sugieren incluso que la supresión de tau podría ser beneficiosa para la EA. Se ha demostrado 
que los ratones modificados genéticamente que no expresan tau (Dawson et al., 2001) no 
presentan déficits de memoria o aprendizaje (Roberson et al., 2007). Además, los ratones que no 
expresan tau y sobre-expresan el APP humano mutado no muestran los déficits de memoria y 
aprendizaje presentados por el modelo de EA (Roberson et al., 2007). También se ha visto que 
las neuronas de hipocampo en cultivo obtenidas de ratones deficientes en tau (Dawson et al., 
2001) no son susceptibles a la toxicidad inducida por el β-amiloide (Rapoport et al., 2002).  
Por otro lado, existen evidencias a favor de la ganancia de función tóxica de tau como 
posible causa de la muerte neuronal. Es posible que los efectos tóxicos de los NFT puedan 
deberse, al menos en parte, a la disrupción física de las funciones celulares por la acumulación 
de agregados de proteína de gran tamaño en el interior celular (Ballatore et al., 2007). La 
toxicidad de los NFT también podría deberse a su capacidad de interacción con otras proteínas 
importantes para la función celular normal (Alonso et al., 1997).  
Sin embargo, distintos trabajos sostienen que los NFT podrían ser agregados protectores 
frente a la neurodegeneración. Por un lado, se ha visto que las neuronas con NFT pueden 
sobrevivir durante décadas (Morsch et al., 1999). Y también se ha demostrado que no existe una 
asociación entre la morfología apoptótica, como la fragmentación de DNA, y la acumulación de 
tau (Broe et al., 2001). De igual forma, en otras enfermedades, como la enfermedad de 
Huntington, se ha visto que los agregados protegen frente a la degeneración (Arrasate et al., 
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2004). En un modelo celular de Huntington, se demostró que la formación de los cuerpos de 
inclusión de huntingtina contribuía a la disminución de la muerte celular probablemente por 
retener la huntingtina libre (Arrasate et al., 2004). En el caso de la EA y el resto de tauopatías, se 
piensa que los agregados de tau podrían proteger a la neurona del ataque de las especies 
reactivas derivadas del oxígeno (revisado en (Lee et al., 2005)). Otra posibilidad es que los NFT 
sean protectores porque secuestran las especies tóxicas de tau soluble (Duff & Planel, 2005). 
Diversos trabajos han demostrado la existencia de especies de tau pre-fibrilares (Maeda et al., 
2007; Maeda et al., 2006) que pueden encontrarse en el CSF de los enfermos de Alzheimer (Iqbal 
et al., 2005). Se ha sugerido que las estructuras implicadas en la neurodegeneración son los 
agregados intermedios de tau y no los PHF como se pensó en un principio (Duff & Planel, 
2005). Primero, en un modelo de Drosophila melanogaster que sobre-expresa tau humano, se vio 
que la neurodegeneración ocurría a pesar de que los NFT no se formaban (Wittmann et al., 
2001). Posteriormente, otro grupo confirmó esta idea en un modelo murino de tauopatía en el 
que sobre-expresaban el tau mutado (P301L) de forma condicional gracias al uso del promotor 
“tet-off” (Santacruz et al., 2005). En este trabajo, vieron que los déficits de memoria del ratón 
transgénico mejoraban si la expresión del transgén se interrumpía mediante administración de 
doxiciclina a pesar de que los NFT seguían acumulándose (Santacruz et al., 2005). Estos 
resultados sugieren que los déficits de memoria no están relacionados con la presencia de NFT 
y también se ven apoyados por las observaciones realizadas en individuos que padecen FTDP-
17 debido a la mutación P301L (Bird et al., 1999). En esta tesis doctoral, mostramos que la 
presencia de la proteína tau causa la muerte de las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. 
Su toxicidad podría deberse a que la interacción de tau con los receptores muscarínicos 
promueve un aumento del calcio intracelular. Como se detalla en el apartado de resultados, 
comprobamos que la proteína tau en PHF no altera los niveles de calcio intracelulares de las 
SH-SY5Y. Por el contrario, la estimulación con tau en forma monomérica induce un aumento 
sostenido en los niveles de calcio intracelular. El efecto de tau sobre los niveles de calcio 
intracelular se prolonga más en el tiempo que en los tratamientos realizados con acetilcolina. 
Por tanto, basándonos en estos resultados, postulamos que esa distinción cinética es clave para 
la toxicidad celular. Pensamos que podría deberse a que la acetilcolina altera la homeostasis del 
calcio intracelular debido a su interacción con los receptores muscarínicos y nicotínicos, en 
cambio, en el caso de tau, se debe a la activación de los receptores muscarínicos, concretamente, 
del M1 y del M3. Por último, mostramos que un fragmento de la zona carboxilo-terminal de tau, 
que comprende los residuos 391-407, es suficiente para inducir el efecto de tau sobre la 
movilización de calcio en las células COS-7 transfectadas transitoriamente con M3. 
Aunque los agregados sean protectores para la célula en un principio, las consecuencias a 
largo plazo de estas inclusiones intracelulares son probablemente perjudiciales porque pueden 
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llegar a ocupar un gran espacio en el interior celular. Por tanto, es muy probable que ambos 
mecanismos -pérdida de función y, sobre todo, la ganancia de función tóxica de tau- 
contribuyan a la neurodegeneración en el inicio y la progresión de la EA y otras tauopatías 
especialmente en diferentes estadios de la enfermedad. 
 
 
1.3. Modelo de propagación de la EA por toxicidad de la proteína tau 
extracelular 
Los datos obtenidos en cuanto a la toxicidad de la proteína tau extracelular en forma 
monomérica podrían ser relevantes para explicar la propagación de la EA.  
En condiciones fisiológicas, la proteína tau se encuentra, en su mayoría, unida a los 
microtúbulos (Gamblin et al., 2003; King et al., 1999; Reynolds et al., 2005). Sin embargo, en 
condiciones patológicas, tau puede sufrir diversas modificaciones post-traduccionales como 
hiperfosforilación, truncación o desamidación (Avila et al., 2004; Gong et al., 2005; Wang & Liu, 
2008). Estas modificaciones pueden inducir una liberación de tau de los microtúbulos 
acumulándose así tau monomérico. A partir de una concentración crítica, que según se ha visto 
debe sobrepasar 0.5 μM, la proteína tau comienza a agregarse en el interior celular formando 
PHF (Reynolds et al., 2005). En el momento en que estas neuronas degeneran, su contenido 
celular queda libre en el espacio extracelular pudiendo encontrar tau en forma monomérica y 
PHF. Como vimos, la proteína tau extracelular en forma monomérica puede resultar tóxica para 
las células vecinas. A su vez, la muerte de estas células permitiría la liberación de tau 
extracelular extendiéndose así el efecto tóxico de tau en las inmediaciones. Este modelo podría 
explicar la propagación de la patología de tau que empieza en la estructura cerebral de la 
corteza entorrinal (Braak & Braak, 1991) y luego avanza al resto de áreas. 
Como hemos visto en este trabajo, la toxicidad de tau depende de su interacción con los 
receptores muscarínicos M1 y M3. De hecho, en la EA, se ha descrito un incremento de M1 y M3 
respecto a M2 (Mash et al., 1985). De este modo, la proteína tau podría actuar sobre M1 y M3 
aunque las neuronas estén dañadas. La activación de estos receptores parece suponer una 
alteración de la homeostasis de los niveles de calcio intracelular. Esta alteración podría resultar 
en un aumento de la fosforilación de tau, modificación, que como hemos mencionado, está 
relacionada con la EA (Braak & Braak, 1991; Delacourte et al., 1999). La fosforilación de tau 
podría deberse a la activación de quinasas dependientes de calcio, como la PKC (Correas et al., 
1992; Gomez-Ramos et al., 2003) o CDK5 (Hosoi et al., 1995), y facilitaría la liberación de tau de 
los microtúbulos (Biernat et al., 1993; Biernat & Mandelkow, 1999; Drewes et al., 1995; Liu et al., 
2007; Wang et al., 2007). 
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2. PAPEL DE LA CORTISTATINA EN EL PASO DE LA PATOLOGÍA DE 
TAU A LA CORTEZA CEREBRAL 
 
2.1. La cortistatina induce la fosforilación de tau en la Ser262 
En este trabajo, realizado en cultivos primarios de neuronas corticales, demostramos que 
la cortistatina promueve la fosforilación de tau en la Ser262 de un modo dependiente de la 
concentración de cortistatina, con una saturación del efecto a 50 nM. Cabe destacar que en 
estudios realizados con cortistatina fluorescente, aproximadamente un 24% de las neuronas en 
cultivo mostraron internalización del ligando. De modo que el efecto de la cortistatina podría 
ser, al menos, cuatro veces mayor que el observado en una población celular mixta. La 
cortistatina induce un aumento en la fosforilación de tau en la Ser262, epítopo detectado por el 
anticuerpo 12E8, un sitio de fosforilación no dirigido por prolinas (Morishima-Kawashima et 
al., 1995). Sin embargo, no se encontraron diferencias en la fosforilación de un sitio dirigido por 
prolinas: las Ser396 y Ser404 reconocidas por el anticuerpo PHF1 (Morishima-Kawashima et al., 
1995).  
Algunos trabajos señalan la relevancia de la fosforilación de tau en la Ser262 en el 
desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas. La fosforilación anómala en este residuo se 
detecta en los cerebros de pacientes con EA (Augustinack et al., 2002; Lauckner et al., 2003; 
Morishima-Kawashima et al., 1995) y otras tauopatías (Ferrer et al., 2002). También, se ha 
estudiado en modelos murinos de la EA (Perez et al., 2005; Puig et al., 2004). Las placas 
amiloides de los ratones transgénicos que sobre-expresan el APP humano mutado (APPSwe) se 
encuentran próximas a neuritas que contienen tau hiperfosforilado en la Ser262 (Puig et al., 
2004). Posteriormente, se generaron ratones dobles transgénicos derivados del cruce del ratón 
anterior (APPSwe) con un ratón que sobre-expresa el tau humano mutado (tauVLW) (Perez et al., 
2005). En estos ratones dobles transgénicos (APPSwe/ tauVLW) que reproducen la patología de 
tau y del β-amiloide se observó que la fosforilación de tau en la Ser262 correlaciona con un 
incremento en la formación de agregados filamentosos de tau. Estas estructuras muestran un 
diámetro similar al de los filamentos de tau descritos en la EA (Perez et al., 2005). Experimentos 
in vitro, demuestran que la fosforilación en la Ser262, situada en el dominio de unión a tubulina, 
reduce la unión de tau a los microtúbulos (Drewes et al., 1997; Drewes et al., 1995; Sengupta et 
al., 1998; Singh et al., 1996). De este modo, el tau fosforilado en la Ser262 queda libre en el 
citosol celular. En vez de favorecerse la formación de PHF, se ha visto que la fosforilación en la 
Ser262 inhibe la agregación de tau (Schneider et al., 1999; Schneider & Mandelkow, 2008), 
quedando el tau en forma monomérica, y dando lugar, tras la muerte neuronal, a la forma más 
tóxica de tau extracelular.  
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2.2. Receptores de somatostatina e internalización 
Como indicamos, debido a la fuerte similitud estructural entre cortistatina y 
somatostatina, la cortistatina se une in vitro a los cinco subtipos conocidos de receptores de 
somatostatina (sst1-5 según la nomenclatura de la IUPHAR (Hoyer et al., 1995)) con igual 
afinidad (Criado et al., 1999; de Lecea et al., 1996; Fukusumi et al., 1997; Siehler et al., 1998). 
Distintos estudios han mostrado que la interacción de la somatostatina o sus análogos con los 
receptores de somatostatina suele provocar la internalización del complejo ligando-receptor 
induciendo una disminución de la respuesta del receptor gracias a un mecanismo conocido 
como desensibilización (Csaba & Dournaud, 2001; Olias et al., 2004; Tulipano & Schulz, 2007). 
Los receptores que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G sufren 
este proceso de forma habitual. La internalización puede depender del tiempo de exposición, la 
concentración del ligando y la regulación por distintas rutas de señalización intracelular 
(Hofland & Lamberts, 2003). Tras la unión del ligando y la activación del receptor, la 
señalización asociada se interrumpe: primero, los receptores quinasa acoplados a proteínas G 
(GRK) fosforilan los dominios intracelulares del receptor y, más tarde, las arrestinas, proteínas 
citoplásmicas, interrumpen la unión entre el receptor y la proteína G heterotrimérica (Gnagey et 
al., 1999; Oakley et al., 2000). Este mecanismo suele ir seguido por la endocitosis o 
internalización del complejo receptor/ligando mediante vesículas recubiertas de clatrina, 
siendo esta molécula clave para la regulación negativa y resensibilización del receptor (Bohm et 
al., 1997; Koenig & Edwardson, 1997). Las β-arrestinas, que también sirven de proteínas de 
cargo, unen el receptor a los componentes de la maquinaria endocítica como AP-2 o clatrina 
(Pierce et al., 2001). Sin embargo, las arrestinas no median la endocitosis de todos los receptores 
acoplados a proteínas G (Zhang et al., 1996). Dentro del compartimento ácido endosomal, el 
ligando se disocia del receptor y este último se desfosforila por fosfatasas específicas 
permitiendo que el receptor sea reciclado de nuevo en la membrana plasmática (Shenoy & 
Lefkowitz, 2003; Shenoy et al., 2001).  
No todos los subtipos de receptores de somatostatina internalizan de la misma forma tras 
la unión del agonista (Csaba & Dournaud, 2001; Olias et al., 2004; Tulipano & Schulz, 2007). En 
resumen, la internalización provocada por la presencia del agonista parece ser menos eficiente 
en el caso de sst1 según distintos experimentos realizados con células COS-7 y CHO-K1 
transfectadas establemente con distintos subtipos de receptores de somatostatina humanos 
(Hofland & Lamberts, 2003). Muchos estudios muestran que las dos isoformas de sst2 sufren 
desensibilización e internalización tras la unión de un agonista en diversas líneas celulares y 
tejidos (Boudin et al., 2000; Csaba & Dournaud, 2001; Hipkin et al., 1997; Liu et al., 2005; Vanetti 
et al., 1993), pero no ocurre lo mismo en presencia de antagonistas de sst2 (Cescato et al., 2006). 
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El grado de fosforilación del receptor parece ser relevante en el proceso de internalización: el 
receptor sst2 humano presente en tumores neuroendocrinos se encuentra preferentemente en la 
superficie celular si está desfosforilado (Liu et al., 2003). Cabe destacar que distintos estudios 
sugieren que el receptor sst2a no entra en la ruta de degradación y se recicla en la membrana 
plasmática (Tulipano & Schulz, 2007). El receptor sst3 de humano y rata, como el sst2, se 
internaliza de forma eficiente tras la estimulación del agonista aunque, a diferencia de sst2, sólo 
se recicla en pequeña cantidad (Hukovic et al., 1996; Roosterman et al., 1997; Roth et al., 1997). 
En el caso de sst5, la unión de las β-arrestinas podría ser menos estable (Cescato et al., 2006). 
Nuestros datos parecen indicar que la cortistatina fluorescente internaliza en los cultivos 
primarios de neuronas corticales. Este proceso se ve reducido de forma significativa en 
presencia de somatostatina indicando que la cortistatina se une a los receptores de 
somatostatina en estos cultivos neuronales y que el complejo ligando-receptor se internaliza en 
la célula. 
Al margen de los receptores de somatostatina, el receptor secretagogo de la hormona de 
crecimiento (GHSR1a) (Deghenghi et al., 2001) y un receptor de la familia de los genes 
relacionados con el oncogén mas (MrgX2) (Robas et al., 2003) han sido propuestos como 
receptores selectivos de cortistatina. Por un lado, se ha demostrado que la cortistatina-14 y la -
17, pero no la somatostatina-14, se unen al receptor GHSR1a con afinidad similar a la grelina 
(Deghenghi et al., 2001). Sin embargo, el efecto de la cortistatina-14 no ha podido ser detectado 
cuando se inyectaba en ratas en las mismas condiciones en las que la grelina inhibe la secreción 
de ácido gástrico por activación de GHSR1a (Sibilia et al., 2006). La distribución cerebral del 
GHSR1a se centra en diversos núcleos hipotalámicos (Gnanapavan et al., 2002; Mitchell et al., 
2001; Zigman et al., 2006). Por otro lado, el receptor humano MrgX2 acoplado a proteína G ha 
sido identificado como el primer receptor específico para cortistatina en humanos (Robas et al., 
2003) y monos rhesus (Burstein et al., 2006). La cortistatina-14 y la -17, pero no la somatostatina-
14, se unen a MrgX2 con alta afinidad (Criado et al., 1999). MrgX2 se encuentra 
mayoritariamente en neuronas sensoriales (Siehler et al., 2007). También se expresa en: 
hipotálamo, pituitaria, tiroides, pulmón, tracto gastroenteropancreático, testículos y ovarios 
(Allia et al., 2005). Y se han detectado niveles moderados de MrgX2 en grupos de neuronas de 
CA2, CA3 y CA4 del hipocampo. El problema es que este receptor no se observa en la corteza 
cerebral, sugiriendo que otro receptor debe ser responsable del efecto de la cortistatina sobre el 
sueño, y tampoco se detecta un ortólogo de este receptor en roedores (de Lecea & Castano, 
2006). Además, se ha demostrado que MrgX2 puede unirse con alta afinidad a otros péptidos in 
vivo, como los péptidos proadrenomedulina amino-terminal (Kamohara et al., 2005). Estos 
péptidos y la cortistatina parecen unirse al receptor MrgX2 en el mismo sitio gracias a un 
motivo estructural interno común centrado en torno a un octapéptido que alterna aminoácidos 
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aromáticos y básicos (Nothacker et al., 2005). En definitiva, la relevancia funcional de ambos 
receptores en la corteza cerebral sigue siendo dudosa. De modo que, en esta tesis doctoral, 
decidimos limitar nuestro estudio a la presencia de receptores de somatostatina. Demostramos 
que las neuronas corticales murinas en cultivo expresan los cinco subtipos de receptores de 
somatostatina, siendo sst2 el más abundante, seguido por sst1 y sst4. Como ya se ha indicado, la 
unión de cortistatina a los receptores celulares provoca su internalización, de modo que parece 
improbable que el receptor sst1 medie este efecto puesto que está descrito que la tasa de 
internalización de este receptor es baja (Hofland & Lamberts, 2003). Dejando a un lado este 
receptor, nos centramos en los más abundantes: sst2 y sst4. Por último, cabe destacar que los 
receptores putativos de cortistatina podrían también encontrarse en la familia de receptores de 
somatostatina. Estudios preliminares del grupo del Dr. Castaño indican que la cortistatina se 
une con alta afinidad a una isoforma humana del receptor truncado de sst5 (de Lecea & 
Castano, 2006).  
 
 
2.3. Receptores de somatostatina y heterodimerización 
A pesar de que en un principio se pensó que los receptores acoplados a proteínas G 
actuaban siempre como monómeros, más tarde se demostró que estos receptores, incluyendo 
los receptores de somatostatina, interaccionan para formar dímeros e incluso entidades 
multiméricas que presentan un grado mayor de complejidad. La dimerización de los receptores 
parece ocurrir constitutivamente en el retículo endoplasmático justo después de la síntesis del 
receptor mediante un mecanismo todavía por precisar que probablemente implica chaperonas 
como la proteína de choque térmico 70 (Hsp70), la proteína que modifica la actividad del 
receptor (RAMP) o la 14-3-3 (Bulenger et al., 2005).  La formación de dímeros podría ser un 
requisito para la localización sub-celular precisa del receptor (Bulenger et al., 2005).  
El receptor sst2 es el receptor de somatostatina más abundante y también, el más 
estudiado en distintas líneas celulares. Combinando las técnicas de inmunoprecipitación y de 
FRET, se ha visto que el receptor humano sst2 transfectado en las líneas celulares CHO-K1 y 
HEK-293 forma homodímeros constitutivamente con una eficiencia en torno al 12% (Grant et 
al., 2004a). De igual forma, se ha demostrado la existencia de homodímeros del receptor sst2 en 
rata (Pfeiffer et al., 2001) y en cerdo (Duran-Prado et al., 2007). La respuesta de los dímeros de 
sst2 frente a la activación con somatostatina depende de la especie de origen del receptor: los 
dímeros de sst2 de rata no se ven afectados (Pfeiffer et al., 2001), en cambio, los de humano 
disminuyen de forma irreversible tras un tratamiento con somatostatina (Grant et al., 2004a) y 
los porcinos presentan una disminución reversible que tan sólo dura unos segundos (Duran-
Prado et al., 2007). La homodimerización varía según el subtipo de receptor estudiado. En el 
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caso del receptor humano sst5 y, en contra de lo habitual para los receptores acoplados a 
proteínas G, se sabe que sst5 no dimeriza de forma constitutiva tras su síntesis pero sí dimeriza 
e incluso oligomeriza en presencia de somatostatina, al contrario de lo que ocurre en el caso del 
receptor humano sst2 (Grant et al., 2004b). Diversos estudios usando técnicas de FRET, 
inmunoprecipitación y western blot muestran que sst1 se sintetiza en forma monomérica y que 
este estado no se altera por la unión del ligando (Grant et al., 2004b; Patel et al., 2002). La 
dinámica de dimerización de sst3 de rata en las transfecciones de las HEK-293 parece ser similar 
a la descrita en el caso de sst2 de rata (Pfeiffer et al., 2001). 
Los procesos de heterodimerización entre los receptores de somatostatina adquieren 
cierta relevancia fisiológica si se tiene en cuenta que distintos subtipos de receptores de 
somatostatina suelen expresarse en el mismo tipo celular con relativa frecuencia (Kreienkamp, 
1999; Patel, 1999). Se ha visto que los receptores de somatostatina pueden mostrar 
heterodimerización en combinaciones específicas aumentando la complejidad del sistema y este 
fenómeno puede modificar sus propiedades funcionales y de unión (Rocheville et al., 2000a; 
Rocheville et al., 2000b). Por ejemplo, el receptor humano sst5 es capaz de formar heterodímeros 
con sst1, pero no con sst4 (Grant et al., 2004b; Patel et al., 2002; Rocheville et al., 2000b). En el 
caso de los receptores humanos sst1 y sst5 transfectados en células CHO-K1, se observó que la 
formación de heterodímeros modifica las propiedades de internalización, siendo la 
internalización de sst1 más eficiente si está formando un heterodímero con sst5 (Rocheville et 
al., 2000b). 
La heterodimerización en rata de sst2a y sst3 resulta en la formación de un complejo 
proteico que mantiene las propiedades de unión de sst2 pero pierde la afinidad de los ligandos 
y las funciones específicas de sst3 (Pfeiffer et al., 2001). Durante una incubación prolongada con 
somatostatina-14, el heterodímero sst2a-sst3 se desensibiliza más lentamente que los 
homodímeros de sst2a y de sst3 (Pfeiffer et al., 2001). En este estudio, el octreotide, un análogo 
de somatostatina que se une preferentemente a sst2, sst3 y sst5, no induce un aumento 
significativo en la fosforilación de la Ser262 de tau en los cultivos primarios de neuronas 
corticales. Este dato sugiere que la activación de sst2, sst3 y sst5 probablemente no sea suficiente 
como para incrementar la fosforilación de tau en la Ser262. Apoyando esta idea, mostramos que 
la cortistatina no afecta a la fosforilación de tau en la Ser262 en las células HEK-293 
transfectadas de forma transitoria con el cDNA que codifica para tau y sst2. Por el contrario, la 
cortistatina promueve la fosforilación de tau en la Ser262 en las HEK-293 transfectadas de forma 
transitoria con tau, sst2 y sst4 sugiriendo que el efecto de la cortistatina sobre la fosforilación de 
tau está mediado a través de receptores heterodiméricos formados por sst2 y sst4.  
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Por último, resulta importante destacar que los receptores de somatostatina no sólo 
interaccionan entre ellos sino que también pueden asociarse con otros receptores acoplados a 
proteínas G. Se ha demostrado que el receptor murino sst2a y el receptor opioide µ pueden 
heterodimerizar en las células HEK-293 (Pfeiffer et al., 2002). Esta  interacción no parece afectar 
a sus propiedades de unión al ligando pero sí afecta a la co-internalización y desensibilización 
(Pfeiffer et al., 2002). Además, se mostró que el receptor humano sst5 y los receptores D2 
pueden formar heterodímeros que influyen recíprocamente en su función (Rocheville et al., 
2000a). La unión de un ligando a cualquiera de los dos receptores que forman el heterodímero 
produce una bajada en los niveles de AMPc mayor que en el caso de la activación de cualquiera 
de los receptores por separado (Rocheville et al., 2000a). La asociación dinámica entre los dos 
tipos de receptores puede inducirse al añadir dopamina o somatostatina. Ambos receptores co-
localizan en la corteza cerebral, el estriado y el sistema límbico y la formación de heterodímeros 
con propiedades distintas a los homodímeros podría explicar las interacciones sinérgicas entre 
la dopamina y la somatostatina (Ferone et al., 2001; Izquierdo-Claros et al., 1997; Marzullo et al., 
1999). Recientemente, se ha descrito que la presencia del ligando induce la interacción entre el 
receptor humano sst2 y D2 (Baragli et al., 2007). El heterodímero resultante presenta una mayor 
afinidad por la dopamina y sst2 muestra una mayor tasa endocítica (Baragli et al., 2007). Cabe 
destacar que la dimerización de los receptores se ha observado por el momento en sistemas 
recombinantes siendo necesaria la realización de experimentos en otro modelos (Siehler et al., 
2007; Weckbecker et al., 2003). 
 
2.4. Receptores de somatostatina y señalización intracelular 
La somatostatina parece ejercer un efecto similar al de la cortistatina sobre la fosforilación 
de tau en la Ser262 en cultivos primarios de neuronas corticales, pero este efecto parece tener 
una cinética distinta. Las incubaciones de tiempos prolongados con somatostatina inducen una 
disminución en la fosforilación de tau en la Ser262. Esta alteración podría deberse a la 
activación de la PP2B o calcineurina, una fosfatasa capaz de desfosforilar específicamente el 
sitio de la Ser262 (Rahman et al., 2006). Las diferencias cinéticas entre los efectos provocados 
por la cortistatina y la somatostatina también han sido observadas en el efecto que inducen 
ambos péptidos sobre la depresión en la actividad neuronal de las células hipocampales (de 
Lecea et al., 1996). De hecho, como se detalló en la introducción de este trabajo, la cortistatina 
parece ser funcionalmente distinta de la somatostatina. Se ha visto que la expresión de 
cortistatina no aumenta en los ratones deficientes en somatostatina (Ramirez et al., 2002) y, sin 
embargo, la expresión de los receptores de somatostatina aumenta en ese mismo modelo 
(Cammalleri et al., 2006; Ramirez et al., 2002). 
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Estas diferencias no pueden explicarse por las distintas conformaciones de los péptidos 
puesto que la cortistatina-14 y la somatostatina-14 no muestran una estructura secundaria 
preferencial en solución, según los datos de dicroísmo circular y resonancia magnética (Criado 
et al., 1999). Los experimentos realizados con varios péptidos sintéticos concluyen que los 
aminoácidos exocíclicos de la cortistatina-14 (la Prolina amino-terminal y la Lisina carboxilo-
terminal), distintos en la somatostatina-14, son esenciales para ejercer las actividades biológicas 
propias de la cortistatina (Criado et al., 1999). Otra posibilidad sería que la cortistatina activase 
vías de señalización distintas a la somatostatina: por ejemplo, la cortistatina-14, a diferencia de 
la somatostatina-14, activa la corriente H mediada por canales catiónicos activados por 
hiperpolarización (Schweitzer et al., 2003). Alternativamente, la cortistatina podría unirse a 
receptores con afinidad modificada por proteínas accesorias, como ocurre en el caso de las 
RAMP y las proteínas que interaccionan con receptores acoplados a proteínas G (GIP) con los 
receptores de adrenomedulina y calcitonina (Bockaert et al., 2004; Parameswaran & Spielman, 
2006). También, podría modificar las propiedades de internalización de los receptores de 
somatostatina (Spier & de Lecea, 2000) o unirse con alta afinidad a receptores heterodiméricos 
(Agnati et al., 2003). Como hemos visto, nuestros datos parecen apoyar esta última posibilidad.  
La proteína tau puede ser fosforilada en la Ser262 por diferentes quinasas como PKA 
(Scott et al., 1993), MARK (Drewes et al., 1997), CaMKinasa II (Bennecib et al., 2001), fosforilasa 
quinasa (Paudel, 1997), PK35/41 (Biernat et al., 1993) o PKC (Gomez-Ramos et al., 2003). Dado 
que la unión de la somatostatina a los receptores de somatostatina induce una disminución en 
la actividad de PKA (Schindler et al., 1996) pero activa la vía de la PLC-PKC (Ribalet & 
Eddlestone, 1995), estudiamos si la PKC podría fosforilar tau en la Ser262 en presencia de 
cortistatina. La PKC es responsable de la fosforilación de tau en los sitios no dirigidos por 
prolinas (Correas et al., 1992; Morishima-Kawashima et al., 1995; Singh et al., 1994) como la 
Ser262. Nuestros datos sugieren que la PKC media la fosforilación de tau en la Ser262 inducida 
por la cortistatina puesto que la adición de un inhibidor de la PKC (Ro 31-8220) al medio de 
cultivo de las neuronas corticales murinas evita el incremento en la fosforilación de la Ser262 en 
presencia de cortistatina. 
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2.5. La posible relación entre cortistatina y somatostatina con la EA 
Diversos estudios describen cambios en la expresión de somatostatina y sus receptores en 
la EA. Por un lado, se ha visto que la concentración de somatostatina disminuye en el cerebro y 
en el CSF de pacientes con EA (Bissette et al., 1998; Davies et al., 1980; Nilsson et al., 2001). Por 
el momento, no se han estudiado los niveles de cortistatina en los cerebros de EA. Además, la 
expresión de los receptores de somatostatina sst4 y sst5 se ve reducida en la corteza cerebral de 
los pacientes con EA (Kumar, 2005). Este dato parece estar en contradicción con nuestros 
resultados, pero cabe recordar que la disminución en la densidad de estos receptores se estudió 
en estadios avanzados de la enfermedad. En nuestro trabajo, nos interesamos por los estadios 
tempranos donde la cantidad de sst4 debería estar poco afectada.  
Por otro lado, la somatostatina podría estar relacionada con algunos aspectos de la 
patología del β-amiloide puesto que parece elevar de forma significativa la actividad de la 
neprilisina neuronal (Saito et al., 2005). Esta metaloproteasa es relevante en la degradación del 
β−amiloide in vivo (Iwata et al., 2000; Shirotani et al., 2001; Takaki et al., 2000). Entre sus 
sustratos, se incluyen tanto los oligómeros como los monómeros de β-amiloide 40 y 42 
(Kanemitsu et al., 2003). De hecho, la actividad de la neprilisina podría tener un efecto 
diferencial sobre el β-amiloide 40 y 42. Se ha sugerido que el β-amiloide 40 es degradado 
mayoritariamente en el interior celular (pH de 5.0 en las vesículas de secreción) mientras que la 
degradación del β-amiloide 42 ocurre en torno a la superficie celular (pH de 7.2) (Iwata et al., 
2001; Iwata et al., 2000).  
Se ha visto que los niveles de expresión de la neprilisina se reducen de forma significativa 
en áreas del cerebro de pacientes con EA en estadios tempranos (Estadio Braak II) (Yasojima et 
al., 2001). Por tanto, se postula que, con la edad, la disminución de la expresión de 
somatostatina (Hayashi et al., 1997; Lu et al., 2004) provoca una reducción gradual en la 
actividad de la neprilisina que resulta en una elevación de los niveles de β-amiloide. De modo 
que el incremento de la actividad de la neprilisina mediante sobre-expresión utilizando la 
técnica de la terapia génica o mediante administración de análogos de somatostatina podría 
mejorar la patología del β-amiloide de un paciente con EA (Saido & Iwata, 2006). Por el 
momento, no se ha estudiado si la cortistatina es capaz de regular la actividad de la neprilisina. 
Tampoco se sabe cuál será el efecto de un tratamiento con somatostatina o sus análogos sobre la 
patología de tau.  
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Nuestros resultados sugieren que la cortistatina y la somatostatina promueven la 
fosforilación de tau en la Ser262 de las neuronas murinas corticales en cultivo. Como vimos, la 
EA está relacionada con la edad y se ha descrito que la expresión de la preprocortistatina 
aumenta de forma significativa durante el envejecimiento (Winsky-Sommerer et al., 2004). 
También se ha visto que los niveles de cortistatina aumentan progresivamente en la transición 
vigilia/sueño y, sobre todo, en situaciones de privación de sueño (Bourgin et al., 2007). Por 
tanto, el incremento de la cortistatina, con la edad o por falta de sueño, podría resultar en un 
aumento en la fosforilación de tau en la Ser262 que podría contribuir a la patología de tau 
descrita en la EA. El efecto de la somatostatina sobre la fosforilación de tau en la Ser262 parece 
ser menos importante para la EA puesto que los niveles de somatostatina disminuyen con la 
edad (Bissette et al., 1998; Davies et al., 1980; Nilsson et al., 2001), y la somatostatina induce un 
aumento de la actividad de neprilisina (Saito et al., 2005). 
En este trabajo, mostramos, por un lado, que la fosforilación de tau en la Ser262 se ve 
reducida en la corteza de los ratones que no expresan cortistatina  y, por otro, que la cortistatina 
promueve la fosforilación de tau en ese mismo residuo en cultivos primarios de neuronas 
corticales, probablemente a través de la activación de receptores de somatostatina 
heterodímericos compuestos por sst2 y sst4. De hecho, experimentos de inmunohistoquímica en 
cerebro de rata muestran un alto grado de co-localización entre sst2 y sst4 en la capa V de las 
neuronas piramidales presentes en la corteza pero no ocurre lo mismo en el hipocampo (Schreff 
et al., 2000). Este resultado apoya la idea de que el efecto de la cortistatina, mediado por sst2 y 
sst4, sólo se observe en la corteza y no en el hipocampo.  
Por tanto, nuestra hipótesis es que, en la corteza cerebral de individuos de edad avanzada 
o con falta de sueño, la cortistatina podría inducir un aumento en la fosforilación de la Ser262 
de tau. Esta modificación aberrante podría aumentar la concentración citosólica de tau libre en 
forma monomérica y podría resultar en una desestabilización de los microtúbulos pudiendo 
llegar a la degeneración neuronal. Como indicamos, el tau libre en forma monomérica quedaría 
en el medio extracelular pudiendo ser tóxico para las células vecinas. En definitiva, el efecto de 
la cortistatina sobre la fosforilación de tau en la Ser262 en la corteza cerebral podría jugar un 
papel relevante en la aparición de la demencia propia de la EA puesto que afecta al paso de la 
patología de tau desde la corteza entorrinal/hipocampo hasta la corteza cerebral (Braak & 
Braak, 1991) (figura 30). 
.  
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Figura 30. Representación esquemática de nuestra hipótesis sobre la progresión de la EA. Se postula que 
la proteína tau extracelular en forma monomérica es tóxica e induce la degeneración neuronal en las 
primeras zonas afectadas por la EA (como la corteza entorrinal y el hipocampo). En las células, 
encontramos dos poblaciones distintas de tau: una en la que tau está unido a microtúbulos (MT) y otra en 
la que tau se encuentra fundamentalmente en forma monomérica. Esta última población es la más tóxica, 
tras degenerar la neurona y pasar al espacio extracelular. En la corteza, la cortistatina provoca un aumento 
en la fosforilación de tau en la Ser262, aumentando la proporción de tau libre en forma monomérica. Este 
proceso podría incrementar la toxicidad de la proteína tau extracelular en estadios más avanzados de la 
EA. 
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1. La proteína tau extracelular en forma monomérica es tóxica para las células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y. La toxicidad de tau depende de su 
concentración y del tiempo de incubación en el medio celular. 
 
2. La proteína tau altera la homeostasis de calcio intracelular a través de su unión a 
los receptores muscarínicos M1 y M3. Proponemos que tau induce la muerte 
neuronal a través de este mecanismo molecular. 
 
3. Un fragmento del extremo carboxilo terminal de tau, que comprende los residuos 
391-407, es suficiente para inducir el incremento de calcio intracelular.  
 
4. El efecto de la cortistatina sobre los niveles de fosforilación de tau en la Ser262 se 
limita a la corteza cerebral. 
 
5. La cortistatina promueve  la fosforilación de tau en la Ser262 en cultivos primarios 
de neuronas corticales murinas con distinta cinética. El efecto de la cortistatina 
podría deberse a su unión con receptores heterodiméricos compuestos por sst2 y 
sst4 y la consiguiente activación de PKC.   
 
6. Se postula que la toxicidad de la proteína tau extracelular en forma monomérica 
podría explicar el avance de la enfermedad de Alzheimer y que el efecto de la 
cortistatina sobre la fosforilación de tau en la Ser262 podría incrementar la 
patología de tau en la corteza. 
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Abstract—A double transgenic mouse expressing the amy-
loid precursor protein, bearing the Swedish mutations, and
expressing tau protein containing three of the mutations
present in frontotemporal dementia linked to chromosome 17
(FTDP-17), has been characterized. In the double transgenic
mouse an increase in tau phosphorylation at serine S262 and
S422 was observed compared with that found in simple trans-
genic mice. The phosphorylation at S262 was also found, in a
much lower level, in the single transgenic mouse expressing
amyloid precursor protein (APP), and it was absent in that
overexpressing tau variant. Additionally, in the double trans-
genic mouse a slight increase in the amount of sarkosyl
insoluble tau polymers was observed in comparison with that
found in single transgenic tau mouse. Also, wider tau fila-
ments were found in the double transgenic mouse compared
with those found in the single transgenic mouse.
Our results suggest that -amyloid peptide could facilitate
the phosphorylation of tau at a site not directed by proline,
such as serine 262, and that modification could facilitate tau
aberrant aggregation. Also, they suggest that different types
of tau filamentous polymers can occur in different mouse
models for tauopathies, like those used for Alzheimer’s dis-
ease or FTDP-17. © 2004 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.
Key words: beta-amyloid aggregates, tau polymers, phos-
phorylation, Alzheimer’s disease, FTDP-17, kinases.
Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the presence
of two aberrant structures, senile plaques and neurofibril-
lary tangles, present in the brain of the patients (Alzheimer,
1907). Senile plaques are mainly composed of aggregates
of a peptide, -amyloid peptide (A), that arises from the
proteolytic cleavage of a precursor protein, APP (Glenner
and Wong, 1984). In contrast, the main component of
neurofibrillary tangles is tau protein in hyperphosphory-
lated form (Grundke-Iqbal et al., 1986). There is a hypoth-
esis, the amyloid cascade hypothesis, suggesting that
there is a link between the presence of A and the phos-
phorylation and assembly of tau protein (Hardy and
Selkoe, 2002). In this way, it has been suggested that the
presence of -amyloid could facilitate the phosphorylation
of tau protein at both proline directed sites phosphorylated
(PDP; Morishima-Kawashima et al., 1995) and non-proline
directed sites phosphorylated (NPDP; Geula et al., 1998;
Xie et al., 2002; Ferrari et al., 2003). In the first case A
could act as an antagonist of insulin receptor (Xie et al.,
2002), facilitating the activation of GSK3, a PDP kinase;
also, the role of A in activation of NPD sites has been
suggested (Geula et al., 1998). There are some indications
supporting the amyloid cascade hypothesis. For example,
Gotz et al., 2001 and Lewis et al., 2001 have found that the
presence of amyloid peptide increases the formation of
aberrant (sarkosyl insoluble) tau aggregates. On the other
hand, studies in human AD cases following -amyloid
immunization, have shown a decreased amyloid burden,
and decreased phosphorylated tau in neurites surrounding
amyloid plaques, but not a reduction of neurofibrillary tan-
gles (NFTs; Nicoll et al., 2003; Ferrer et al., 2004). These
findings suggest that tau phosphorylation in dystrophic
neurites of senile plaques, but not necessarily phosphory-
lation of tau in NFTs, is related with amyloid accumulation.
Additionally, Rapoport et al., 2002 noted that the toxic
effect of -amyloid could not take place in cells lacking tau
protein.
In contrast, in other tauopathies such as frontotempo-
ral dementia linked to chromosome 17 (FTDP-17), the
phosphorylation and formation of tau aggregates takes
place independently of the presence of -amyloid (Spillan-
tini et al., 1998). Several mouse models expressing tau,
bearing different mutations present in FTDP-17 patients,
have been developed. In some of these models, but not in
those expressing wild type tau, aberrant phosphotau ag-
gregates were found (Brion et al., 1999; Ishihara et al.,
1999; Spittaels et al., 1999; Probst et al., 2000; Gotz et al.,
2001; Lewis et al., 2001; Lim et al., 2001; Allen et al., 2002;
*Corresponding author. Tel: 34-91-497-8440; fax: 34-91-497-
4799.
E-mail address: javila@cbm.uam.es (J. Avila).
Abbreviations: A, -amyloid peptide; AD, Alzheimer’s disease; APP,
amyloid precursor protein; APPsw mouse, mouse expressing APP
containing the double mutation K670N and M671L; APPsw/tauvlw
mouse, double transgenic mouse expressing the above mentioned
mutations in both APP and tau genes; FTDP-17, frontotemporal de-
mentia linked to chromosome 17; NFTs, neurofibrillary tangles; NPDP,
non-proline directed sites phosphorylated; PDP, proline directed sites
phosphorylated; tauvlw mouse, a mouse expressing the mutations
G272V, P301L and R406W, found in FTDP-17.
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Tanemura et al., 2002; Tatebayashi et al., 2002; Bouta-
jangout et al., 2004).
In this work, we have tested whether the presence of
A, in aggregated form, may increase the phosphorylation
and formation of sarkosyl insoluble tau aggregates. To do
this we have characterized a double transgenic mouse
generated from Tg2576, a mouse expressing APP contain-
ing the double mutation K670N and M671L, crossed with a
mouse expressing the mutations G272V, P301L and
R406W, found in FTDP-17. Our results indicate that the
presence of A aggregates significantly facilitates the
phosphorylation of tau at an NPD site like that of Ser 262
and the formation of new sarkosyl insoluble aggregates.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Transgenic mice
A double Tg line was obtained by crossing Tg2576 and VLW lines.
The progeny included double mutant APP (APPsw)/mutant tau
(tauvlw) (hereafter termed APPsw-tauvlw), mutant APP (APPsw),
mutant tau (tauvlw), and non-transgenic animals.
Detailed characterization of APPsw and tauvlw lines have been
previously published elsewhere (Mullan et al., 1992; Lim et al.,
2001). In brief, the Tg2576 line overexpresses human APP con-
taining the double Swedish mutation K670N-M671L (swe) under
the control of the hamster prion protein promoter in a C57Bl6jxSJL
hybrid background. Tg2576 mice develop cerebral A deposits
and spatial memory deficits in an age-dependent manner (Mullan
et al., 1992). The tauvlw line overexpresses three mutations linked
to frontotemporal dementia with Parkinsonism linked to chromo-
some 17 (FTDP-17; G272V, P301L and R406W) driven by the
mouse Thy-1 promoter in a C57Bl6jxCBA hybrid background (Lim
et al., 2001). Tauvlw mice express human mutant tau at high levels
in cortex and hippocampus with minimal expression in the spinal
cord. Immunohistochemical analysis reveals high transgene ex-
pression in neuronal cell bodies and neurites in the cortex and the
hippocampal formation. Ultrastructural analysis shows a pretangle
appearance in neurons expressing mutant tau, with filaments of
tau and increased numbers of lysosomes displaying aberrant
morphology similar to those found in AD (Lim et al., 2001). Nine-,
16- and 25-month-old mice were used.
Antibodies
The antibodies employed to detect tau in soluble or aggregated
form were BR134 and 7.51, which is directed against the
microtubule-binding region (Novak et al., 1991; a kind gift from
Dr. Wischik, UK); antibodies reacting with phosphoresidues 181,
202, 262 and 422, were purchased from Calbiochem (Germany).
Antibody AT8 was from Innogenetics (Belgium), this antibody
recognizes phosphorylated tau at residue 202 (Goedert et al.,
1995). Antibody 12E8 (Athena Laboratories), which recognizes
tau phosphorylated at serine 262, was a kind gift from Dr. SeubertFig. 1. Interaction of antibodies reacting with PDP and NPDP sites in
tau protein with tau from different sources. (A) Tau from wild type (wt),
transgenic APPsw, transgenic tauvlw and double transgenic APPsw/
tauvlw was isolated from a brain cell extract and its reaction with ab AT8
was measured by Western blot, using the same amount of protein, as
determined by measuring tubulin concentration by Western blot. The
brain of each animal was divided in two halves, and the left half was
used to prepare the brain cell extract and to carry out the Western-blot
analysis. Male mice, 9 months of age were analyzed. For the analysis
the left half of the whole brain was used. Twelve mice were tested,
three for each condition (wt, APPsw, tauvlw and APPsw/tauvlw). The
average of there determinants is shown. Similar results were found for
16-month-old mice. (B) Quantitation of the results from (A). The quan-
titation of tau reacting with AT8 was carried out by densitometric
analysis (OD) yielding arbitrary units (au). Since an increase in total
tau levels in transgenic tauvlw (21%5) and in double transgenic
APPsw/tauvlw (23%8) were observed, after measuring it by the reac-
tion with ab 7.51; the tau phosphorylation data were normalized to the
total (endogenous and exogenous) tau level in this panel and in panel
D. (C) Tau from wt, transgenic APPsw, transgenic tauvlw and double
transgenic APPsw/tauvlw was isolated from a cell brain extract and its
reaction with ab 12E8 was measured as indicated above. (D) Quan-
titation of the results from (C). The age of the analyzed mice was 9
months old. Similar results were found for 16-month-old mice. In the
lower panel (E) the amount of -tubulin used a control for protein
content is shown.
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(Seubert et al., 1995). A monoclonal antibody directed against
-tubulin (Sigma) was used as an internal control for protein
quantity.
Immunoblots analysis
Samples were run on 10% SDS-PAGE and electrophoretically
transferred to a nitrocellulose membrane (Schleicher & Schuell
Gmb). The membrane was blocked by incubation with 5% semifat
dried milk in PBS and 0.1% Tween 20, followed by 1-h incubation
at room temperature with the primary antibody in PBS. Primary
antibody dilutions were 7.51 (1/100), AT8 (1/100) and 12E8
(1/1000). After three washes, the membrane was incubated with a
horseradish peroxidase-anti-rabbit or anti-mouse Ig conjugate
(DAKO), followed by several washes in PBS-Tween 20. The mem-
brane was then incubated for 1 min in Western Lightning reagents
(PerkingElmer Life Sciences). The labeled protein was subjected
to densitometric analysis for quantification. The optical density of
the stained protein bands, in arbitrary units, was measured. Sta-
tistical analysis was performed using Student’s t-test. To deter-
mine tau phosphorylation level (at different sites) using ab AT8 or
ab 12E8, the data were normalized to the total tau levels deter-
mined by the interaction of tau protein with ab 7.51.
Isolation of sarkosyl-insoluble tau aggregates
Preparation of sarkosyl-insoluble extracts from mouse brain of
16-month-old mice and electron microscopy of filaments was car-
ried out as described previously (Greenberg and Davies, 1990).
Rabbit anti-tau serum BR134 was used at a dilution of 1/30 for
immunoelectron microscopy.
Ultrastructural analysis in frontal cortex and hippocampus
were performed as indicated in Lim et al. (2001) in 25-month-old
double transgenic mice and in single transgenic tauvlw mice.
Immunohistochemistry
Serial consecutive sections, 30 m thick, were processed free-
floating with the LSAB method (Dako LSAB kit) following the
instructions of the supplier (Puig et al., 2004). Briefly, after block-
ing endogenous peroxidases, the sections were incubated with
normal serum for 2 h and then incubated overnight at 4 °C with
one of the primary antibodies. The phospho-specific tau Thr181
and tau Ser202, Ser262, Ser396 and Ser422 polyclonal antibod-
ies were incubated at dilutions of 1:500 and 1:100, respectively.
The antibody AT8 (direct against phosphoserines 199/202) was
used at a dilution of 1/50. For A immunohistochemistry, a slight
variation of the protocol was introduced. Before blocking endog-
enous peroxidases, sections were incubated with 98% formic acid
for 3 min to enhance antigenicity. The  A1–40 and  A1–42 rabbit
polyclonal antibodies (kindly provided by Dr. M. Sarasa,
Zaragoza) were used at a dilution of 1:500. The phosphorylation-
dependent anti-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) rabbit polyclonal an-
tibody (SAPK/JNK-P; Cell Signaling) was used at a dilution of
1:50. The phosphorylation-dependent rabbit polyclonal antibody
to p-38 (Thr180/Tr182; p38-P; Calbiochem) was used at a dilution
of 1:100. After washing, the sections were then incubated with link
solution (LSAB) and with streptavidin–peroxidase solution for
15 min each at room temperature. The peroxidase reaction was
then visualized, as a dark blue precipitate, with NH4NiSO4 (0.05
M) in phosphate buffer (0.1 M), 0.05% diaminobenzidine, NH4Cl
and 0.01% hydrogen peroxide. Blank sections stained only with
the secondary antibodies were used as negative controls.
RESULTS
Tau phosphorylation in double transgenic mice
Control, transgenic APPsw, transgenic tauvlw, and double
transgenic APPsw/tauvlw mice were analyzed. In this anal-
ysis, the phosphorylation of tau at one proline directed site,
that recognized by antibody AT8, and at one non-proline
directed site, that recognized by ab 12E8, were studied.
Fig. 1A shows a slight increase in tau phosphorylation at
the AT8 site in the different single APPsw and in the single
tauvlw and double transgenic mice, compared with the
control mouse, determined by Western blot, using equal
amounts of protein (determined by the measurement of
-tubulin content). Fig. 1B shows the quantitation of that
Western blot. Also, in single transgenic tauvlw and in the
double transgenic APPsw/tauvlw the presence of human
tau (showing a lower mobility) can be found in phosphor-
ylated form. When another antibody reacting with a PDP
site, that reacting with serine 422, was tested, some dif-
ferences were found among both the single and the double
transgenic mice in the reaction with that antibody. In con-
trast, little, if any, reaction of tau protein was found in tau
from wild type mice (Table 1).
Tau phosphorylation at one NPDP site was determined
by the reaction with ab 12E8. In this case, a clear increase
in tau phosphorylation was found when the control and the
double transgenic APPsw/tauvlw mice were compared
(Fig. 1C). Also, a slight increase in tau phosphorylation in
transgenic APPsw, but less evident in transgenic tauvlw,
was observed in different samples. The quantitation of the
data is indicated in Fig. 1D. These results suggest that the
presence of amyloid peptide may facilitate tau phosphor-
ylation at this NPDP site. The age of the tested mice was
9 months. At this age it was previously shown a tau hy-
Table 1. Phosphorylation sites of tau in neurites surrounding amyloid plaques and in neurons in wild type mice (/), in APPsw (/), tauvlw (/)
and double transgenic APPsw/tauvlw (/) 16-month-old mice
/ / / /
Plaques Neurons Plaques Neurons Plaques Neurons Plaques Neurons
Thr181        
Ser202        
Ser262        
Ser396        
Ser422        
AT8        
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perphosphorylation (AT8 site) in transgenic tauvlw (Lim
et al., 2001).
Sarkosyl insoluble tau aggregates
The formation of sarkosyl insoluble aggregates in the
16-month-old control, transgenic APPsw, transgenic tau-
vlw and double transgenic APPsw/tauvlw mice was ana-
lyzed by the isolation of brain cell extracts from the
different sources, the addition of sarkosyl and centrifu-
gation to isolate the sarkosyl insoluble tau aggregates
(see Experimental Procedures). These aggregates were
characterized by their isolation in centrifugation and by
the reaction of pelleted tau with ab 7.51. Fig. 2A shows
an increase in the amount of sarkosyl insoluble tau
aggregates in the double transgenic APPsw/tauvlw
mouse. As indicated in the Figure, not only endogenous
mouse tau but also the mutated human tau, showing a
slower electrophoretic mobility, is present in those ag-
gregates. The quantitation of that tau aggregation is
indicated in Fig. 2B. Taking the same amount of total tau
protein determined by Western blot (Fig. 2C) before
carrying out the isolation of sarkosyl insoluble tau ag-
gregates performed the quantitation of the previous
data. A difference between the aggregates from tauvlw
mouse and the double transgenic APPsw/tauvlw is that in
the latter case, but not in the former, tau was phosphor-
ylated at Ser 262 and Ser 422, as determined by West-
ern blot (not shown). Another difference is the morphol-
ogy of tau aggregates (see below).
The assembly of tau protein in the sarkosyl insoluble
tau aggregates was further identified by electron micros-
copy. Mainly amorphous aggregates were found al-
though Fig. 3 (A, B) shows the presence of some fila-
mentous polymerized structures of about 10 nm that can
react with tau antibodies from the double transgenic
mouse. However, in the case of tauvlw, the diameter of
the isolated filamentous structures was much lower
(about 2 nm; see Fig. 3C), as previously indicated (Lim
et al., 2001).
Additionally, in double APP-tau transgenic mice ultra-
structural studies were carried out on those AT8-immuno-
reactive neurons and processes surrounding amyloid de-
posits. In some AT8-positive processes a huge degener-
ation, but no filaments, was found (Fig. 4, inset left).
However, in some AT8-positive healthy appearing neu-
rons, filaments were found at the apical dendrite as well as
in some areas of the neuronal soma (Fig. 4A, B). In addi-
tion, numerous AT8-negative degenerating processes
were observed surrounding the amyloid deposits (not
shown).
Localization of A aggregates and tau in
hyperphosphorylated form
Amyloid aggregates stained with antibodies to A1–40 and
A1–42 were present in the hippocampus, amygdala and
cerebral cortex in the APP and double APP-tau transgenic
mice (Fig. 5). Occasional plaques were also observed in
the subcortical white matter. No plaques were seen in tau
transgenic and age-matched control mice. Phosphoryla-
tion-dependent tau antibodies Thr181, Ser202 (AT8),
Ser262 (12E8) and Ser422 disclosed abnormal neurites
containing hyperphosphorylated tau in the vicinity of the
amyloid plaques in APPsw mice, as previously reported.
Abnormal neurites were not recognized with antibodies to
phospho-tauSer396. In contrast to neurites, neuronal so-
mas containing phospho-tau in tau transgenic mice were
stained only with phospho-tau antibodies Thr181 and
Ser202, but not with antibodies Ser262, Ser396 and
Ser422. These differences in tau phosphorylation sites
between neurites and neuronal somas were reproduced in
double APPsw/tauvlw transgenic mice (Figs. 6 and 7; Table
1).
Interestingly, aged (25-month-old) double transgenic
mice disclosed particular immunohistochemical features.
In addition to fine punctuate tau-immunoreactive pro-
Fig. 2. Comparison of the formation of sarkosyl insoluble tau aggre-
gates in samples from wild type and transgenic mice. (A) Sarkosyl
insoluble aggregates were isolated as previously described (Green-
berg and Davies, 1990) by centrifugation, and the presence of tau was
characterized by WB using antibody 7.51. The different electrophoretic
mobility for human tau transgene is shown by the arrow. Equal
amounts of proteins from the different cell extracts were tested to
isolate the sarkosyl insoluble tau aggregates. The electrophoretic mo-
bility of MW markers is shown. (B) Quantitation of the results from (A).
(C) Amount of total tau in the different samples was determined by the
reaction with ab 7.51. The age of the analyzed mice was 16 months
old.
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cesses, varicose and coarse neurites were found sur-
rounding many amyloid deposits. Moreover, very strong
AT8-immunoreactive neurons were seen in the entorhinal
cortex, perirhinal fissure and, rarely, the isocortex and CA1
sector of the hippocampus (Fig. 7). These results suggest
that the presence of A aggregates may facilitate not only
the tau phosphorylation at a non-proline directed site like
serine 262, but also that at serine 202.
Colocalization of some tau kinases with tau
aggregates
It has been already suggested a role for GSK3, in the tau
modification observed in tau vlw (Pérez et al., 2003). Thus,
we have tested for other additional kinases that may play a
role in such modification using as criteria their colocaliza-
tion with tau aggregates. These kinases are two members
of MAPkinase family: SAPK/JNK-P and p38-P.
Sections stained with antibodies to SAPK/JNK-P and
p38-P permitted the study of the expression of phosphor-
ylated (presumably active) kinases in double transgenic
Fig. 3. Tau filaments in sarkosyl insoluble aggregates. The presence
of tau filaments in double transgenic mice was tested in sarkosyl
insoluble aggregates by electron microscopy (around 10 nm; A) and
immunoelectron microscopy (B). The diameter of these aggregates is
much higher than that of the filaments assembled in single tau trans-
genic mice (around 2 nm; C). Scale bar200 nm in A and in B and
100 nm in C. (D) No immunogold labeling was found in the absence of
added tau antibody.
Fig. 4. Tau filaments in neurons of the double transgenic mice. (A)
Electron microscopy of an AT8-immunoreactive neuron showing some
filaments immunolabeled with this antibody. Inset at the left shows a
clear degenerating process of another neuron showing AT8 immuno-
reactivity but without filaments. The white rectangle frames the apical
dendrite enlarged in (B). White arrows point to filaments immuno-
stained with AT8 in the cerebral cortex of a double transgenic mouse
of 25 months. Calibration bars are indicated in each figure.
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mice. Strong stress kinase immunoreactivity p38-P and
SAPK/JNK-P immunoreactivity (Fig. 8A and C, respec-
tively) was found surrounding cores of amyloid plaques.
Consecutive sections disclosed SAPK/JNK-P and p38-P
immunoreactivity in the majority of, if not all amyloid
plaques. In contrast, p38-P immunoreactivity was seen in a
small number of neurons in the entorhinal cortex (Fig. 8B)
whereas SAPk/JNK-P was extremely rare, in similar neu-
rons of the entorhinal cortex (Fig. 8D). No SAPK/JNK-P
p38-P immunoreactivity was seen in controls (data not
shown).
DISCUSSION
Although a detailed study of kinases involved in tau phos-
phorylation in double transgenic mice is out of the scope of
the present work, preliminary studies have shown stress
kinase expression SAPK/JNK and p38-P surrounding
amyloid plaques. Since the antibodies were directed to
specific phosphorylation sites that activate stress kinases,
the present results suggest activation of stress kinases as
putative mediators of tau phosphorylation of neurites sur-
rounding amyloid plaques. Similar findings have been re-
ported for amyloid plaques in the single APP mutant (Puig
et al., 2004). In contrast, active stress kinases were rarely
encountered in neuronal bodies of target areas thus sug-
gesting a discrete participation of stress kinases in the
abnormal tau phosphorylation of neurons.
The possible effect of amyloid peptide aggregates on
tau phosphorylation and aggregation has been analyzed
by comparing these features in three different mice: one
expressing a mutated form of APP, which overexpress 
amyloid; a second one expressing a mutated form of tau
protein that could result in the formation of tau polymers;
and the double transgenic mouse that is generated after
crossing the first two. In the APP transgenic mouse, an
increase in the phosphorylation of a non-proline directed
site was found, suggesting a role for amyloid peptide in this
phosphorylation. Additionally, a slight increase, compared
with the control mouse, was found in the APP transgenic
mouse for a proline directed site, like that recognized by
AT8, and, more evidently, in that site recognized by anti-
body 422, whose phosphorylation may be induced by A
(Ferrari et al., 2003).
In the tau transgenic mouse, as previously described
(Lim et al., 2001), an increase in the phosphorylation at
proline directed sites was observed at 9-month-old mice,
and this increase can be correlated with the presence of
aberrant tau aggregates, as also previously described (Lim
et al., 2001). For the tau transgenic mouse the increased
phosphorylation of that protein could be due mainly to an
inhibition of phosphatase PP2A, as previously indicated
(Gong et al., 1993; Goedert et al., 2000). On the other
hand, the main phosphorylation could be due, at least in
part to the action of GSK3 protein (Pérez et al., 2002,
2003). In the double transgenic mice, a main role for
non-proline direct phosphorylation has been described
(Santa-Maria et al., 2004). The consequence of that non-
proline directed sites phosphorylated kinases in the double
Fig. 5. A deposits in transgenic APPsw mouse. Nine-month-old
transgenic APPsw mice develop A deposits; scale bar25 m.
Fig. 6. Immunohistochemistry to tau phosphorylation sites Ser202
and Ser422 in the hippocampus of APP/tau double transgenic mice
showing differences in tau phosphorylation in neurites surrounding
amyloid plaques and in neurons. The antibody Ser202 (or AT8) stains
phospho-tau in neurons and neurites surrounding amyloid plaques
(arrow), whereas the antibody Ser422 recognizes only neurites sur-
rounding amyloid plaques but not neurons. Cryostat sections with no
hematoxylin counterstaining; scale bar25 m.
Fig. 7. Immunohistochemistry to tau phosphorylation site Ser202 in
APP/tau double transgenic mice. AT8 immunohistochemistry shows
strong immunoreactivity in coarse and varicose neurites (arrowheads)
surrounding amyloid plaques and in neurons of the entorhinal cortex
and hippocampus in 25 months APPsw/tauvlw transgenic mice (A–C).
Cryostat sections with no hematoxylin counterstaining; scale
bar25 m.
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transgenic mice correlates with an increase in tau aggre-
gates that could be assembled by a possible mechanism
different from those found in tauvlw. In this way, differences
in the diameter of the filaments assembled in single
(around 2 nm) and in double (around 10 nm) transgenic
mice were observed. It is not known if the 2 nm filaments
could be the precursors that facilitate the assembly of the
10 nm tau filaments.
Taking together our results we can suggest that in our
double transgenic mouse two different, and independent,
types of tau phosphorylation could occur. In one type
amyloid peptide could facilitate non-proline directed phos-
phorylation. It is know that  amyloid pathology is evident
at 6–8 months in APPsw mice, and it could proceed to tau
phosphorylation. Also, tau phosphorylation could occur at
other different sites, independently of the presence of A.
This type of phosphorylation is mainly a proline directed
modification. In the first type, it is likely that a mimicking of
the effect postulate in the amyloid cascade hypothesis
(Selkoe, 1989; Hardy and Selkoe, 2002) occurs, whereas
in the other case, the effect could be that occurring in other
type of tauopathies, such as FTDP-17, in which the A is
absent.
The immunohistochemical analysis described in this
work supports the earlier hypothesis, since in those places
where amyloid deposits are present, an increase in the
phosphorylation at non-proline directed sites of tau protein
is found, whereas at those places where no amyloid
plaques were found, only tau phosphorylation at proline
direct sites was observed. When amyloid peptide is
present, a new phosphorylation at the non-proline directed
site, identified by ab 12E8, occurs. In the tau transgenic
mouse, in which amyloid peptide is not present, only an
increase in proline directed sites occurs.
Additionally, our data partially concur with the data of
Gotz et al., 2001, and Lewis et al., 2001, since we found an
increase in tau aggregates when amyloid peptide is
present, and our data further suggest a mechanism for
such increase based on the phosphorylation of tau at its
tubulin-binding region. This may result in an increase of tau
that is not bound to microtubules and which, therefore,
could have a greater capacity for self-assembly into
polymers.
In contrast to this, tau phosphorylation at Ser 422,
which does not occur in the wild type mouse, takes place
in the APPsw transgenic mouse, and this phosphorylation
could be related to the toxic effects of A (Ferrari et al.,
2003). This phosphorylation at serine 422 (that could be
mediated by a member of MAP kinase family; Morishima-
Kawashima et al., 1995) does not occur in the tauvlw trans-
genic mouse where aberrant 2 nm tau filaments are found,
although recently Ferrari et al. (2003) have related this
type of phosphorylation with tau aberrant polymerization
into 10 nm tau filaments.
Finally, serine 422 is also phosphorylated in the double
transgenic mouse, probably as a consequence of the mod-
ification found in APPsw transgenic mice.
In summary, our results suggest a role for A in facil-
itating the phosphorylation of tau at NPDP sites and in a
slight increase in the amount of sarkosyl-insoluble tau
polymers. The relation between these two features has
recently been analyzed (Santa-Maria et al., 2004). Also,
our results indicate that tau phosphorylation precedes its
assembly and it is compatible with a correlation between
those features (Pérez et al., 2003; Alonso et al., 2001).
Additionally, these results also support the data indi-
cating that injections of fibrillar A in the cortex of monkey
result in tau phosphorylation at serine 262 (Geula et al.,
1998). Also, they are consistent with the fact that in models
for tauopathies like that for FTDP-17 (Lim et al., 2001),
fibrillar tau polymers can be assembled in the absence of
phosphorylation of ser 262, but when an overexpression of
A takes place, that residue is modified and an increase of
tau polymers is found, as shown in this work. Thus, amy-
loid peptide could facilitate tau polymerization.
However, it has been shown that soluble amyloid
-protein is increased in frontotemporal dementia with
Fig. 8. p38-P (A, B) and SAP/JNK-P (C, D) immunoreactivity in dou-
ble transgenic mice. p38-P and SAPK/JNK-P is observed surrounding
cores of amyloid plaques (A, C, asterisks). p38-P immunoreactivity (C)
is found in a few neurons of the entorhinal cortex, whereas SAPK/
JNK-P immunoreactivity is rarely present, but for very isolated neu-
rons, in double transgenic mice. Cryostat sections processed free-
floating without counterstaining; scale bar25 m.
M. Pérez et al. / Neuroscience 130 (2005) 339–347 345
tau gene mutations (Vitali et al., 2004) and that intra-
neuronal amyloid peptide could accumulate in the endo-
somal-lysosomal vesicles (Planel et al., 2004), which
are affected in the transgenic tauvlw mice (Lim et al.,
2001). Preliminary experimentation suggests that in the
double transgenic mice there is an increased amyloid
protein aggregation compared with that for single APP
transgenic mice (Ribé et al., unpublished observations).
In this way, not only can amyloid peptide facilitate tau
polymerization; in addition, the expression of tauvlw may
promote amyloid aggregation.
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Acetylcholine Receptors and Tau Phosphorylation
A. Rubio, M. Pérez and J. Ávila*
Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CBMSO), Universidad Autónoma de Madrid, Madrid,
Spain
Abstract: Alzheimer's disease (AD) is characterized by the presence, in the brain of the patients, of
two aberrant structures: intracellular neurofibrillary tangles (NFTs), containing an abnormal
hyperphosphorylated form of tau protein, and extracellular senile plaques (SPs), mainly composed by
fibrillar amyloid b peptide. Another feature of AD is the neurodegeneration and dysfunction of basal
forebrain cholinergic system. A possible connection among those AD characteristics could occur.
Thus, the purpose of this short review is to summarize the involvement of nicotinic (nAChR) and
muscarinic (mAChR) receptors on tau phosphorylation, in a direct way, or through the previous
interaction of some of these receptors with amyloid b. Several studies have demonstrated that nAChR
activation results in a significantly increase of tau phosphorylation, whereas mAChR activation, may
prevent tau phosphorylation.
Keywords:  Alzheimer's disease, tau phosphorylation, amyloid b peptide, nicotinic receptors, muscarinic
receptors, acetylcholine.
INTRODUCTION Another feature of AD is the neurodegeneration
and dysfunction of basal forebrain cholinergic
system. Long time ago, biochemical investigations
indicated that the disease was associated with a loss
of acetylcholine in the cerebral cortex [8,9] and,
afterwards, it was indicated that the severity of
dementia was correlated with the extent of the
cholinergic loss [10] and the reduction in the activity
of choline acetyltransferase in the cortex [11]. In
addition, the involvement of cholinergic system in AD
was also supported by the use of inhibitors of
acetylcholinesterase (such as tacrine, rivastigmine,
donepezil and galantamine) for the treatment of the
disease [12].
Alzheimer's disease (AD) is a senile dementia
characterized by a progressive loss of memory
together with cognitive and behavioural impairments.
Neuropathologic hallmarks of AD include intracellular
neurofibrillary tangles (NFTs) and senile plaques
(SPs) [1].
NFTs are composed by paired helical filaments
(PHF), containing an abnormal hyperphosphorylated
form of the microtubule-associated protein, tau (for a
review see [2]). The modification of tau by phos-
phorylation affects its interaction with microtubules
and facilitates tau assembly into PHF [3]. Tau
phosphorylation depends on the balance of kinases
and phosphatases activities [4,5]. In the brain of an
AD patient, NFTs are particularly abundant in the
entorhinal cortex, the hippocampus and the
association cortices. The number of cortical NFTs
correlates positively with the severity of dementia [6].
Acetylcholine is implicated in different cognitive
functions such as learning and memory [13]. Once
released, acetylcholine can bind to two distinct
receptors subtypes: nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) and muscarinic acetylcholine receptors
(mAChRs). Although nAChRs are ionotropic
receptors, mAChRs are metabotropic. nAChRs are
ligand-gated ion channels with a pentameric
structure formed by a combination of five different
subunits (a, b, g, d and e) (for a review see [14]).
Each channel can be homomeric or heteromeric,
when they are respectively formed by the same
subunit or different subunits combined. The a 7 and
a 4b2 nAChRs subtypes are involved in the
pathogenesis of AD since they are the most
abundant subtypes in brain regions affected by this
dementia [15, 16]. mAChRs are divided in five
subtypes (M1-M5), and all of them are present in the
CNS [17, 18]. Among the five different subtypes of
mAChRs, the M1 mAChR, highly expressed in the
cerebral cortex and the hippocampus, seems to be
specifically implicated in memory processes relevant
to AD [19].
SPs are extracellular lesions composed primarily
by a core of fibrillar amyloid b peptide surrounded by
reactive astrocytes, microglial cells and dystrophic
neurites. The major amyloid peptides in the plaques
are amyloid b (1-42) and amyloid b (1-40). These
peptides are generated by proteolytic cleavage of
the amyloid precursor protein (APP). There are two
distinct a -secretase or b-secretase pathways.
Cleavage of APP by a  and g-secretase prevents
amyloid b formation, whereas b and g-secretase
route leads to a soluble APP and amyloid b (for a
review see [7]).
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Since the molecular mechanism by which
cholinergic neurons dystrophy occurs is unclear and
taking into account the probable neurotoxicity of
amyloid b peptide and hyperphosphorylated tau, this
short review will present the involvement of nAChR
and mAChR on tau phosphorylation in a direct way
or through the previous interaction with amyloid b .
nicotine or epibatidine on up-regulation of nicotinic
receptors. In addition, since several cholinesterase
inhibitors have been shown to interact with an
allosteric site on the nicotinic receptors different from
that for acetylcholine [28-30], the effect of
cholinesterase inhibitors on tau phosphorylation was
also studied. Similar to nicotine, treatments with
tacrine, donepezil and galantamine all increased the
levels of phosphorylated tau [27]. Wang et al. [31]
showed that nicotine and epibatidine stimulate
transient tau phosphorylation at three proline-
directed sites (Ser202, Thr181 and Thr231) in SK-N-
MC human neuroblastoma cells. So, both in vitro
studies demonstrate that nicotinic receptor activation
increases tau phosphorylation. Consistently, using
SH-SY5Y human neuroblastoma cells, we found that
nicotine treatments increased tau phosphorylation at
Ser 262 site (A. R. unpublished data).
NICOTINIC RECEPTORS AND TAU PROTEIN
PHOSPHORYLATION
A selective loss of nAChRs in the cortex and the
hippocampus of AD brains had been extensively
studied using different techniques: by immunohisto-
chemistry and western-blot analysis [16, 20, 21], by
quantifying the binding of specific radiolabeled
ligands [22, 23, 24] or by positron emission tomogra-
phy (PET) [25]. This consistent result suggests a
potential relationship between nAChRs and AD
neuropathology. Interestingly, a possible association between
smoking and the number of NFTs has been
investigated in different post-mortem studies. In one
hand, a positive correlation was found in men brains
between NFTs and the amount smoked [32]. In
contrast, neuropathologic data from the Honolulu
Heart Program supported that the effects of smoking
are specific for plaque more than NFTs. In this case,
the number of neuritic plaques increased with the
number of cigarettes consumed [33].
Nevertheless, few data are available about the
effects of nAChR activation and tau pathology
(revised in [26]) (Table 1). Treatments with nicotine
and epibatidine in SH-SY5Y human neuroblastoma
cells increased the levels of phosphorylated tau
recognized by AT8 and AT270 antibodies and
decreased those of nonphosphorylated tau
recognized by tau1 antibody [27]. This increase in
tau phosphorylation was prevented when the
antagonists D-tubocurarine and mecamylamine
where added, but failed to block the effect of
Moreover, recent findings indicated that chronic
nicotine treatment exacerbates tau pathology in vivo
Table 1. Effect of Different Treatments on Tau Phosphorylation
Experimental models Treatments Tau phosphorylation (sites) References
nAChR agonists SH-SY5Y cells Nicotine and Epibatidine Increase (AT8, AT270) Hellström-Lindahl et al.
2000 [27]
SH-SY5Y cells Tacrine, Donepezil,
Galantamine
Increase (AT8, AT270) Hellström-Lindahl et al.
2000 [27]
SK-N-MC cells Nicotine and Epibatidine Increase (Ser202, Thr181, Thr231) Wang et al. 2003 [31]
APP/tau mice Nicotine Increase (AT8, AT270) Oddo et al. 2005 [34]
mAChR agonists M1 transfected PC12 cells Carbachol and AF102B Decrease (AT8, PHF1) Sadot et al. 1996 [46]
M1 transfected CHO cells M1 agonists Decrease (AT8, tau1) Forlenza et al. 2000 [47]
Cortical neurons Carbachol Decrease (AT8, tau1) Forlenza et al. 2000 [47]
ApoE deficient mice AF150 (S) Decrease (AT8, AT270, SMI32, 37, 34,
P262-7)
Genis et al. 1999 [48]
APP/tau mice AF267B Decrease (AT8) Caccamo et al. 2006 [50]
Amyloid Cultured neurons Amyloid b  fibrils Increase (Ser202, Ser396/ Ser404) Busciglio et al. 1995 [69]
Hippocampal neurons Amyloid b  (25-35) increase Takashima et al. 1996
[70]
SH-SY5Y cells Amyloid b  (25-35) Increase (PHF1) Shea et al. 1997 [71]
SN56 cells Amyloid b  (1-40) Increase (AT8, PHF1) Le et al. 1997 [72]
SK-N-MC cells Amyloid b  (1-42) Increase (Ser202, Thr181, Thr231) Wang et al. 2003 [31]
Hippocampal synaptosomes Amyloid b  (1-42) Increase (Ser202, Thr181, Thr231) Wang et al. 2003 [31]
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[34]. A transgenic model of AD (3xTg-AD) expresses
human APP with Swedish mutations and tau protein
bearing P301L mutation. The aged 3xTg-AD mice
present amyloid plaques and tangles and
progressive deficits in cognition and LTP [35-37].
Nicotine administration to 3xTg-AD and nonTg mice
induces an up-regulation of nAChRs [34]. This
finding was consistent with previous reports showing
that the density of nAChR in human brain is
increased in smokers probably by the nicotine
present in the tobacco smoke [38, 39]. In addition,
chronic nicotine treatment to 3xTg-AD mice increases
tau aggregation and tau phosphorylation at the sites
recognized by AT8 and AT270 antibodies [34].
phosphorylation at sites recognized by AT8 and tau1
antibodies was also demonstrated in primary cortical
cultures treated with carbachol [47]. Furthermore, it
was shown that prolonged treatments of
apolipoprotein E (apoE)-deficient mice with the M1
mAChR agonist AF150(S) reduces the
hyperphosphorylation of tau protein associated with
these mice and localized N-terminally to the
microtubule binding domain of tau protein [48]. In
addition, exposure of these mice to AF150(S)
abolished their memory deficits and resulted in
recovery of their brain cholinergic markers [49].
Moreover, our muscarine treatments in SH-SY5Y
human neuroblastoma cells decreases tau
phosphorylation at Ser 262 site (A. R. unpublished
data). Thus, activation of M1 mAChR might provide a
novel treatment strategy for AD due to its beneficial
effect on tau phosphorylation (Table 1).
The exact molecular mechanism by which nicotinic
receptor activation leads to changes in tau
phosphorylation remains unclear. Nicotinic receptors
are permeable for Ca2+ and the consequent
increase in intracellular Ca2+ can activate different
specific signalling cascades (reviewed in [40]). Many
Ca2+ -dependent kinases are known to phos-
phorylate tau in vivo such as cdk5, ERK1, ERK2,
GSK3 b  and p38-MAP kinases and could be
responsible for tau phosphorylation-induced by
nicotinic activation. Oddo et al. demonstrated that
the activation of p38-MAP kinase seemed to cause
the increase in tau phosphorylation due to the
chronic nicotine intake in 3xTg-AD transgenic mice
[34].
Interestingly, the therapeutic potential of selective
M1 mAChR agonists has been recently supported by
in vivo studies. Caccamo et al. [50] investigated
whether the selective M1 muscarinic agonist AF267B
can affect AD pathologies. 6-months old 3xTg-AD
mice were treated chronically with AF267B. AF267B
intake by transgenic mice reduces tau phosphoryl-
ation in the cortex and the hippocampus, as
indicated by AT8 antibody. In contrast, the onset of
tau pathology was accelerated in 3xTg-AD mice
treated with dicyclomine, an M1 antagonist. In this
case, tau phosphorylation was significantly increased
in the hippocampus using the AT8 antibody. Tau
phosphorylation was also detected in the cortex and
the amygdala using AT8 and PHF1 antibodies,
whereas no PHF1 or AT8-positive neurons were
detected at this age in these brain regions in
untreated-3xTg-AD. In agreement with previous in
vitro studies [47], this work concluded that the
decrease in tau phosphorylation induced by AF267B
was mediated by the reduction of GSK3 b  activity.
MUSCARINIC RECEPTORS AND TAU
PROTEIN PHOSPHORYLATION
Although most studies suggest that the mAChR
density is not altered between AD and control brains
[41, 42], functional studies of muscarinic M1 receptor-
mediated signal transduction have shown a loss of
receptor-G protein coupling [43, 44]. Since the M1
subtype seems to be the most relevant in AD
pathology, most of the studies presented to evaluate
the relationship between mAChRs and tau
phosphorylation are focused on this receptor. In
summary, activation of M1 mAChR decreases tau
protein phosphorylation suggesting that the decrea-
sed cholinergic activity associated with AD could
contribute to a destabilization of the microtubule
network (revised in [45]). A stimulation of PC12 cells,
stably transfected with the cDNA encoding M1
mAChR, with two acetylcholine agonists, carbachol
and AF102B, results in a decrease of tau
phosphorylation, as indicated by the reaction of tau
with two specific phosphotau antibodies, AT8 and
PHF1 [46]. The muscarinic effect was both time and
dose dependent, and was blocked by atropine.
Some work has been done later to understand the
mechanism of action of muscarinic agonists on tau
phosphorylation. In non-neuronal cells expressing
the M1 mAChR, a range of M1 agonists reduced
transiently-expressed tau phosphorylation, via GSK-
3 b  inhibition [47]. This inhibition could be due to
protein kinase C (PKC) activation, itself activated
following muscarinic signalling. The reduction on tau
AMYLOID  AND CHOLINERGIC RECEPTORS
Nicotinic Receptors
Different in vitro analysis reported that nicotine
has antiamyloidogenic effects. Based on circular
dichroism and spectroscopic studies, nicotine seems
to inhibit amyloid b  fibril formation from amyloid b
peptide [51, 52]. In addition, Ono et al. confirmed
that the inhibition of amyloid b  fibril formation by
nicotine was dose dependent and that nicotine
disrupted preformed amyloid b  fibrils [53]. Zeng et al.
suggested that nicotine inhibits amyloid b  fibrils
formation by binding to a soluble b  sheet aggregate
[52]. The effect of nicotine could be also attributed
to N-methylpyrrolidine moieties of nicotine [53].
Several studies have reported the effect of
nicotine on APP processing. Nicotine treatment to
PC12 cells, that constitutively express APP and
nAChRs [54], increased the release of soluble APP
in a concentration-dependent manner [55]. The
effect of nicotine was attenuated with the nAChR
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antagonist mecamylamine. Thus, nicotine could
enhance the release of APPs through the specific
interaction with nAChRs. The effect of nicotine on
APP was also observed in stably transfected PC12
cells with the Swedish APP mutation [56]. Some
experiments in primary cultured neuron cells
indicated that nicotine protects from amyloid b and
APP metabolic fragments-induced neurotoxicity,
probably through the increased release of APPs,
which has neurotrophic and neuroprotective activities
[57]. Other studies also support the therapeutic
potential of nicotine for AD. In this case, nicotine
treatment to rats reduces the secretion of APP
containing amyloid b [58].
inflammatory disorders (revised in [64]). Acetylcholine
and nicotine inhibit the production of pro-inflam-
matory cytokines from macrophages through a
mechanism dependent on a 7 nAChRs named the
“nicotinic anti-inflammatory pathway” [64].
Muscarinic Receptors
Some evidences presented so far demonstrate
that APP processing could be regulated by
muscarinic receptors. In different cell lines, musc-
arinic agonists enhanced the release of soluble APP
[65-67]. The use of selective M1 agonists with the
consequent M1 mAChRs activation increased the
secretion of soluble APP and decreased amyloid b
production [68].
To date, several in vivo studies using transgenic
models of AD have been carried out in order to
determine whether nicotine administration affects the
pathology of the dementia. Nordberg et al. [59] have
treated with nicotine, transgenic mice that over-
express human APP bearing a Swedish mutation
[Tg(Hu.APP695.K670N-M671L)2576]. These trans-
genic mice (APPsw) develop amyloid plaques and
present cognitive impairments [60]. Nicotine treat-
ment was administered in the drinking water of 9-
month-old APPsw mice during 5.5 months. The
treatment decreases significantly and dramatically
(by more than 80%) amyloid plaque deposition and it
reduces the levels of insoluble amyloid b  1 - 4 0  and  1 -
42 However, no significant change in soluble amyloid
b 1-40 or 1-42 levels was observed. The same group
demonstrated how effective was a short-term
nicotine treatment (for ten days) in reducing insoluble
amyloid b  1-40 and 1-42 peptides in APPsw mice
[61]. In addition, amyloid b associated with cerebral
vessels was decreased in APPsw mice treated
chronically with nicotine. These results support that
nicotine may be used for the treatment of AD in
order to lower the amyloid b  plaque burden in the
brain. In contrast, as previously reported in this
review, Oddo et al. [34] suggested that nicotine
therapy in AD should be revaluated since chronic
nicotine treatment (for 5 months) to 1 month old
3xTg-AD mice increases tau pathology. Also, Oddo
et al. [34] confirmed that chronic nicotine treatment
did not change the soluble levels of amyloid b
peptide.
As previously discussed, the therapeutic benefits
of AF267B had been recently tested in a transgenic
model of AD [50]. AF267B intake by 3xTg-AD mice
reduces amyloid b  deposition in the cortex and the
hippocampus, but not in the amygdala. AF267B
affects APP processing causing a selective
activation of ADAM 17 enzyme. This finding was in
agreement with the amelioration in cognitive deficits
observed in treated mice in a spatial task but not in a
contextual fear conditioning [50]. Thus, the selective
M1 muscarinic agonist AF267B have shown
beneficial effects on the major hallmarks of AD and it
represents a potential candidate for AD therapy.
TAU PROTEIN AND AMYLOID 
INTERACTIONS
The relationship between amyloid b  deposition
and neurofibrillary tangle formation represents a
central issue in the pathogenesis of AD. Numerous
studies suggest that amyloid b  enhances tau
phosphorylation (Table 1). In primary cultured
neurons, amyloid b  fibrils, but not soluble or
amorphous-aggregated, induces the phosphoryl-
ation of tau protein at Ser 202 and Ser 396/ Ser 404
and the subsequent accumulation of tau protein in
the somatodendritic cell compartment resulting in a
loss of microtubule binding capacity [69]. Moreover,
treatments of rat hippocampal neurons with amyloid
b  peptide (25-35) increases tau phosphorylation and
neuronal death [70]. Using SH-SY5Y human
neuroblastoma cells, Shea et al. demonstrated that
amyloid b  peptide (25-35) exposure also causes an
increase in tau phosphorylation at the site
recognized by PHF1 antibody [71]. SN56 hybrid
septal cell line treated with aggregated amyloid b
peptide (1-40) presents cell injury and enhances tau
phosphorylation at AT8 and PHF1 sites as well as
total tau [72]. Interestingly, the contribution of tau
phosphorylation in amyloid b -induced neurotoxicity
has been controversial. Ekinci et al. [73] has
reported that tau hyperphosphorylation, although a
consequence of amyloid b  exposure, does not
directly mediate the acute degeneration of cultured
neurons. Unexpectedly, the healthiest-appearing
murine cortical neurons after amyloid b  treatment
Others approaches have tried to elucidate the
effect of nicotine on AD. Although many
epidemiological studies focused on the association
between smoking and AD had been reported,
conclusions reached remain contradictories (see [62]
for a review). Briefly, these mixed results could be
explained by the analysis used: cohort studies
showed that smoking increases the risk for AD
whereas case-control studies concluded that
smoking was protective [63].
Finally, it is worthy to point out that the possible
deleterious effects of nicotine for AD treatment may
be due to its non selectivity for nAChRs. The design
of selective nicotinic agonists would probably benefit
the AD treatment. Notably, similar strategies are
supported for treatments against infectious and
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contained more tau protein hyperphosphorylated
than the degenerating ones. The production of
reactive oxygen species (ROS) has been proposed
to be the responsible of amyloid b  toxicity [73].
[3] Alonso, A., Zaidi, T., Novak, M., Grundke-Iqbal, I. and Iqbal, K.
(2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98, 6923-8.
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with amyloid b 42 and a 7 nAChR agonists evoked
similar tau phosphorylation at Ser 202, Thr 181 and
Thr 231 sites via ERKs and JNK-1 activation [31].
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picomolar concentrations of amyloid b  activate whole-
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differentiated PC12 cells [75]. In addition, a
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blocks the inhibition by amyloid b . These results
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homologous to this heptapeptide [75]. Furthermore,
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phosphorylation. Takashima et al. [70] described
that the addition of amyloid b  peptide to primary
cortical and hippocampal neuronal cultures increases
GSK3 b activity and apoptosis. Lithium prevents the
amyloid b -induced increase in tau protein phospho-
rylation (using PHF1 and tau1 antibodies) and
inhibits cell death [78]. Assuming that lithium
behaves as a specific inhibitor of GSK3, this kinase
appears to be a tau kinase induced by amyloid b . It
has been reported that M1 mAChR activation inhibits
GSK3 b  activity, stabilizes cytoplasmic and nuclear b -
catenin, and induces the expression of the Wnt
target genes engrailed and cyclin-D1, reverting the
switch off of the Wnt pathway caused by amyloid b -
toxicity [79]. Thus, the activation of M1 mAChR might
provide protection against amyloid b  insults, resulting
in tau phosphorylation.
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Introduction
Alzheimer’s disease (AD) is a senile dementia
characterized by a progressive loss of memory,
together with cognitive and behavioral impairments.
In the past it was indicated that the disease was asso-
ciated with a loss of acetylcholine (ACh) in the cere-
bral cortex (Bowen et al., 1976; Davies and Maloney,
1976); afterward, it was indicated that the severity
of dementia was correlated with the extent of cholin-
ergic loss (Perry et al., 1981). Because one of the bio-
chemical features of AD is modification by
phosphorylation of the microtubule-associated pro-
tein tau (for review, seeÁvila et al., 2004), in this work
we indicate the effect of ACh on tau phosphoryla-
tion at specific sites recognized by 12E8 and PThr50
antibodies in human neuroblastoma SH-SY5Y cells.
Two sites in which modification might regulate the
binding of tau to microtubules (Novak et al., 1991;
Feijoo et al., 2004).
Materials and Methods
Antibodies and Reagents
The antibody 7.51 (a gift from Dr. C. Wischik,
Medical Research Council Center, Cambridge, UK)
was used to detect total tau in immunoblot analysis
(Novak et al., 1991). Antibody 12E8 (Athena Labo-
ratories), which recognizes tau phosphorylated at
serine 262, was a gift from Dr. P. Seubert (Seubert 
et al., 1995). Antibody PHF1, which recognizes tau
phosphorylated at Ser396 and Ser404 was a gift from
Dr. P. Davies (Albert Einstein College of Medicine,
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Bronx, NY). Antibody tau-1 (Chemicon, Temecula,
CA) recognizes tau dephosphorylated at Ser199 and
Ser202. Antibody PThr50 and unphosphorylated
peptide (from residues 44–55 from human tau 40)
were gifts from Dr. A. Cuenda (University of Dundee,
UK). PThr50 antibody recognizes tau phosphorylated
at residue Thr50 (Feijoo et al., 2004). Acetylcholine
(ACh) was purchased from Sigma.
Cell-Culture Conditions
SH-SY5Y cells (Biedler et al., 1978) were grown in
Dulbecco’s modified Eagle medium with 10% fetal
bovine serum containing 2 mM glutamine and 100
U/mLantibiotics in a humidified atmosphere at 37°C
with 7% CO2. Cells were incubated in neurobasal
medium (GIBCO) for 2 h and treated with 10 ?MACh.
Protein Isolation and Immunoblot Analysis
Protein extraction and immunoblot analysis from
SH-SY5Y cells and brain samples from AD patients
(supplied by R. Ravid, Netherlands Brain Bank) was
done following the procedure of Pérez et al. (2002).
Primary antibody dilutions were 7.51 (1/100), tau-
1 (1/1000), PHF1 (1:100), and 12E8 (1/1000). Mem-
brane for PThr50 recognition was incubated with 
1 ?g/mL PThr50 antibody and100 ?g/ mL peptide.
Results and Discussion
ACh Affects Phosphorylation Levels in Sites
Recognizes by 12E8
SH-SY5Y cells were treated with 10 ?M ACh, and 
tau phosphorylation at site 12E8 was tested. Figure 1
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(A,B) shows that there is a slight decrease in the
phosphorylation of tau protein at site 12E8 when
incubation lasts for 15 min. However, ACh incuba-
tions for 30, 60, 180, and 240 min increase tau phospho-
rylation progressively at the site recognized by 12E8.
ACh Affects Phosphorylation Levels in Sites
Recognized by Antibody Raised Against PThr50
We characterize PThr50 antibody by running brain
samples from AD patients in a polyacrylamide gel.
The incubation with 7.51 antibody reveals six dif-
ferent bands (Fig. 2A), and the use of PThr50 antibody
elicits one major band (Fig. 2A). We conclude that
PThr50 antibody mainly recognizes the slowest
migrating species, indicating that only a proportion
of adult tau molecules is phosphorylated at the
PThr50 epitope.
Because the major effects of 10 ?M ACh treatment
on tau phosphorylation at 12E8 sites in SH-SY5Y
cells were observed in incubations of 15 and 240 min,
Fig. 1. Phosphorylation of tau at the site recognized by 12E8 antibody in SH-SY5Y cells treated with 10 ?M ACh for
different incubation times. (A) Western blots showing tau phosphorylation at 12E8 and total tau with MAb 7.51 in
untreated (0) or incubated cells in the presence of 10 ?M ACh for 15, 30, 60, 180, and 240 min. (B) Quantifications by
densitometry. The data correspond to mean values and S.D. from three experiments.
Fig. 2. Phosphorylation of tau at the site recognized by PThr50 antibody. (A) Western blot showing six bands (1–6) of
tau molecules recognized by MAb 7.51 in brain samples from AD patients and one major band of tau recognized by
PThr50 antibody. (B) Phosphorylation of tau at the site recognized by PThr50 antibody in SH-SY5Y cells treated with 
10 ?M ACh for different incubation times. Western blots of tau phosphorylation at PThr50 and total tau with MAb 7.51
in untreated (C) or incubated cells in the presence of 10 ?M ACh for 15 and 240 min are shown. (C) Quantifications by
densitometry. The data shown correspond to mean values and S.D.
71_Avila  10/11/06  5:08 PM  Page 186
ACh Effect on Tau Phosphorylation 187
Journal of Molecular Neuroscience Volume 30, 2006
we tested tau phosphorylation at other sites using
PThr50 antibody (Fig. 2B). In this case, data indicate
that short incubation time with 10 ?M ACh in SH-
SY5Y cells does not modify PThr50 levels. However,
long-lasting incubation with ACh decreases tau
phosphorylation at the site recognized by PThr50
antibody (Fig. 2C), decreasing tau microtubule
binding.
Immunoreactivity of PThr50 antibody in SH-SY5Y
extracts shows that this human neuroblastoma cell
line contains tau isoforms with the first N-terminal
insert, or exon 2. This evidence is in agreement with
work done by Feijoo et al. (2004).
In conclusion, our work in SH-SY5Y human
neuroblastoma cells treated with ACh reveals two
distinct effects in tau phosphorylation at 12E8 and
PThr50 sites with different physiological conse-
quences. No effect was observed in tau phospho-
rylation at PHF1 and tau-1 sites (data not shown).
Short incubation times with ACh promote tau
microtubule binding, evidenced by a slight decrease
in 12E8 immunoreactivity (Fig. 3). However, long-
lasting incubations with ACh increase phospho-
rylation at the site recognized by 12E8 antibody
and decrease phosphorylation at the PThr50 site,
suggesting that tau release from microtubules is
facilitated (Fig. 3).
ACh is characterized by its fast turnover due to
the rapid hydrolysis of the compound into acetate
and choline (Ch). Based on this evidence, we suggest
that long lasting effects of ACh observed in tau phos-
phorylation of SH-SY5Y cells may be produced by
Ch. Ch action could affect to an increase in calcium
concentration (Alkondon et al., 1997) that could regu-
late some tau kinases which may modify Thr50 and
Ser 262 sites.
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Extracellular tau promotes intracellular calcium increase through
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Extracellular tau promotes an increase in the level of intracellular
calcium in cultured neuronal cells. We have found that such increase is
impaired in the presence of antagonists of muscarinic receptors. In order
to identify the nature of those receptors, we have tested the effect of
different specific muscarinic receptor antagonists on tau promoted cal-
cium increase. Our results indicate that the increase does not take place
in the presence of antagonists of muscarinic (mainly M1 and M3)
receptors. A similar increase in intracellular calcium was found in non-
neuronal cells transfected with cDNA of M1 and M3 muscarinic recep-
tors when tau was added. These results suggest that observed effect of
tau protein on neuronal (neuroblastoma and primary cultures of
hippocampal and cortical neurons) cells is through M1 and M3 mus-
carinic receptors. Therefore blockingM1 and forM3 receptors, by using
specific receptor antagonists, can prevent that tau toxic effect that could
take place in tauopathies.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction
Alzheimer disease (AD) is characterized by the presence in the
brain of the patients of two structures, the senile plaques and neu-
rofibrillary tangles (NFT). The main component of NFTs is the
microtubule associated protein tau in hyperphosphorylated form. Tau
pathology in AD follows a reproducible pattern, whereby hyperpho-
sphorylated (and aggregated) tau first appears in the entorhinal cortex
and hippocampus, and from there, the pathology spreads to the
surrounding areas (Braak and Braak, 1991). In this pathological
process there is neuron death and as a consequence of this, intra-
cellular components like tau in soluble form or forming NFTcould be
found at the extracellular space, becoming ghost tangles.
It has been proposed that extracellular tau could be toxic for
neurons (Gomez-Ramos et al., 2006), playing a role in the spreading
pathology of AD. The possibility exists that tau toxicity could be
dependent on the interaction of this protein with cellular receptors
able to promote an increase in intracellular calcium levels. It has
been previously indicated that not only tau protein but others related
with neurodegenerative disorders such as α-synuclein (Danzer et al.,
2007), β-amyloid peptide or prion protein (Demuro et al., 2005) may
induce a disruption of calcium homeostasis when added to cultured
neuronal cells. However, the mechanisms for that disruption of
calcium homeostasis, differ with the type of assayed protein
(Adamczyk and Strosznajder, 2006; Danzer et al., 2007; Gomez-
Ramos et al., 2006). In the case of tau protein it has been suggested
that changes in the level of intracellular calcium could be mediated
by the interaction of tau with muscarinic receptors, that induce
calcium release from intracellular stores (Gomez-Ramos et al.,
2006).
There are five cholinergic muscarinic receptor subtypes (M1 to
M5), all of them being expressed in the Central Nervous System
(CNS), but at different levels and in different locations, for example,
M1 and M3 appear to be the most abundant muscarinic recep-
tors expressed in hippocampus and entorhinal cortex in adult mouse,
whereas M5 is poorly expressed (data from Allen Brain Atlas;
http://www.brain-map.org/). The M1–M5 receptors can be sub-
divided into two major functional classes according to their G-
protein coupling preference. The M1, M3 and M5 receptors,
selectively couple to G-proteins of the Gq/G11 family, whereas the
M2 and M4 receptors preferentially activate Gi/Go-type G-proteins
(Wess et al., 2007). Coupling through the first group (M1, M3 and
M5), but not through the second group, results in an increase in
intracellular calcium (Lanzafame et al., 2003).
In this work, we tried to identify the muscarinic receptor or
receptors involved in the response of neuronal cells to extracellular
www.elsevier.com/locate/ymcne
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tau. Using pharmacological tools and transfected cells with cDNA of
muscarinic receptors,we have determined thatM1 andM3muscarinic
receptors are involved in this cellular response to tau, whereasM2 did
not play any role in tau-induced increase in intracellular calcium. In
addition, we have also found that tau induced a sustained intracellular
calcium increase in primary cultures of hippocampal and cortical
neurons.
Results
Exposure to tau deregulates calcium homeostasis in SH-SY5Y
neuroblastoma cells, but not in the presence of atropine
The SH-SY5Y human neuroblastoma cell line is a well cha-
racterized model to study muscarinic cholinergic function (Lambert
and Nahorski, 1990; Murphy et al., 1991) andwe decided to use this
cellular model to establish the effect that extracellular tau induces on
cholinergic neurotransmission system.
In order to check the functional status of these cells, FURA-2
AM loaded SH-SY5Y cells were exposed to 50 μM ACh (Fig. 1A
a). The calcium increase induced by ACh was totally abolished
when SH-SY5Y cells were pretreated with 100 μM atropine, a
broad muscarinic receptor antagonist (Fig. 1A b). These data
suggest that muscarinic are the main cholinergic receptors in this
cell line.
Fig. 1B a shows the effect of adding recombinant tau to FURA-2
loaded SH-SY5Y, with a low number of passages (minor than 10).
The addition of tau in calcium dependent fluorescence was similar to
that found for ACh in these cells; this effect was totally abolished
when SH-SY5Y cells were pre-incubated with atropine (Fig. 1B b).
This result suggests that the increase in calcium provoked by tau, may
be mediated by muscarinic acetylcholine receptors. Nevertheless,
when the same experiment was repeated with SH-SY5Y cells with a
higher number of passages (N10) (Fig. 1C a), the calcium signaling
provoked by tau was more prolonged in time than in the case of cells
with a lower number of passages. Also, in this case, the increase in
intracellular calcium signaling due to tau additionwas abolishedwhen
the cells were pre-incubated with 100 μM atropine (Fig. 1C b). This
difference in calcium signaling provoked by tau addition can be due to
a differential expression of acetylcholinemuscarinic receptors in these
cells that could depend on the number of cell passages (see below).
Also, Fig. 1 indicates a different calcium fluorescence response for
ACh and for tau, beingmore prolonged in time the tau effect thanACh
effect.
Characterization of the muscarinic receptors present in SH-SY5Y
neuroblastoma cells
As a first step to determine the type(s) of muscarinic receptor
involved in tau effect, we have analyzed the expression levels of
these receptors in SH-SY5Y neuroblastoma cells by using quantita-
tive RT-PCR in different cell passages. In Fig. 2 it is shown that M1,
M2, M3 and M4 receptors; and, in a much lower proportion, M5 are
expressed in those neuroblastoma cells. However, we have also found
that such expression could slightly change depending on the time of
culture of these cells, since after more than 10 culture passages, a
decrease in the expression ofM2 and an increase in that ofM3 andM4
was found. These results strongly suggest that the differences in the
intracellular calcium induced by tau on SH-SY5Y depends on the
number of days in culture and on the type and levels of muscarinic
receptors expressed in these cells.
Fig. 1. Muscarinic receptor antagonist atropine, inhibits the intracellular
calcium increase induced by tau protein addition. (A) FURA-2 fluorescence
time course changes recorded for cultured human neuroblastoma SH-SY5Y
cells, which were stimulated with 50 μM acetylcholine (ACh) in the absence
(a) or in the presence (b) of 100 μM atropine. Upper solid bars indicate the
stimulation periods. (B) FURA-2 fluorescence time course changes recorded
for cultured SH-SY5Y cells with a number of passages lower than 10,
stimulated with 1 μM tau protein in the absence (a) or in the presence (b) of
100 μM atropine. (C) As in panel B, but in this case, the SH-SY5Y cells
assayed have more than 10 passages when they were used. The trace shows
the average response of ≥20 cells. Bars indicate standard deviation. In all
cases the upper solid bars indicate the stimulation periods.
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Pharmacological analysis to determine the muscarinic receptors
involved in tau effect
Since the calcium deregulation induced by tau was prevented by
the presence of atropine, a broad antagonist of all muscarinic receptor
subtypes (Fig. 1), we decided to perform a pharmacological charac-
terization of muscarinic receptor subtype involved in this phenom-
enon. For this, we used a battery of selective muscarinic receptor
subtype antagonists. Thus, we used Pirenzepine to block the M1
muscarinic receptor (Rosati et al., 1999), Gallamine as M2 receptor
antagonist (Gnagey et al., 1999) and 4-DAMP as M3 muscarinic
receptor antagonist (Fritz et al., 2005). The results obtained in these
studies showed that muscarinic receptorsM1 andM3 appear to be the
ones involved in the calcium deregulation induced by tau, since both
Pirenzepine and 4-DAMP, but not Gallamine, inhibited the calcium
increase evoked by tau stimulation (Fig. 3).
Transfection of non-neuronal cells with cDNA expressing M1 and
M3 receptors
To confirm the previous pharmacological data, we decided to
perform a new set of functional experiments using a cell heterologous
expression system forM1 andM3muscarinic receptors inCOS-7 cells.
Thus we first measured the expression of muscarinic receptors in these
cells by Real-time PCR, and essentially, no expression, compared to
that found in neuroblastoma cells was observed (data not shown). To
analyze if COS-7 is a goodmodel to test muscarinic function, transient
transfection experiments were done. First, we transfected COS-7 cells
with pcDNA3.1 empty plasmid (without any cDNA insert), and we
found that there was no response to ACh or tau, in those transfected
cells (see below, Fig. 5A).
Then, we did a transient transfection using cDNA expressing M1
and/orM3 receptors. Fig. 4 shows the expression of these receptors by
western blot (Fig. 4A). Moreover immunological studies using an
antibody raised against the tag (HA) of these proteins; or by confocal
Fig. 3. Pharmacological identification of muscarinic receptor subtypes
present in SH-SY5Y cells sensitive to tau stimulation. FURA-2 loaded SH-
SY5Y cells were stimulated to 1 μM tau protein in the presence of several
muscarinic receptor antagonists: (A) FURA-2 fluorescence time course
changes recorded for SH-SY5Yafter they were stimulated with ACh and tau
in the absence or presence of muscarinic receptor antagonist Pirenzepine
(that inhibits M1 receptor). Finally, after washing the cells, 50 μMACh was
applied to confirm the viability of the cells. (B) The same sequential
application as in (A), but in this case tau and ACh were applied in the
presence of the M2 muscarinic receptor antagonist Gallamine. (C) As in
panel B, but using muscarinic receptor antagonist M3 4-DAMP. The trace
shows the average response of ≥20 cells. Bars indicate standard deviation.
In all cases the upper solid bars indicate the stimulation periods.
Fig. 2. Changes in the levels of expression of muscarinic receptors in SH-
SY5Y human neuroblastoma cells during the culture days.Muscarinic receptor
expression in SH-SY5Yneuroblastoma cells with less (□) or more (■) than 10
passages, was analyzed by Real-time PCR, and the obtained results are shown.
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immunofluorescence analysis (Fig. 4B) were also performed, and the
expression of these receptors in transfected cells was also observed.
No expression was found in the negative control of cells transfected
with pcDNA3.1, empty plasmid without any cDNA insert.
When tau protein was added to M1 or M3 expressing cells
(Figs. 5B, C) a clear increase in intracellular calcium concentration
was found in both cases. Similar results were observed in double M1/
M3 transfected cells (Fig. 5D).
After confirming that activation of M3 muscarinic receptor
mediates the intracellular calcium increase evoked by tau, we wanted
to know which region of tau protein was involved in the muscarinic
receptor-dependent intracellular calcium increase. Thus different tau
fragments (from N- to C-terminal regions) were assayed in the COS
cell model expressing M3 receptor (Fig. 6A). Fig. 6B shows that
mainly the tau fragment 3RC is involved in this effect. To have a
further analysis of that observation we have tested if a tau peptide,
located at the C-terminal region, and comprising residues 391 to 407
may have any effect on calcium response induced by tau in neuro-
blastoma cells. Fig. 6C shows, indeed, that such tau peptide may be
involved in the effect found for the whole tau molecule.
Exposure to tau deregulates calcium homeostasis in primary
cultured hippocampal neurons
Tau protein was added to hippocampal or cortical neurons in
culture, and intracellular calcium increase was measured in the pre-
sence or absence of atropine. Neurons from hippocampus (Fig. 7)
were cultured for different days (1, 3 and 7). After one day of culture,
day in vitro 1 (DIV1), less than 20%of the cells respond to eitherACh
or tau protein. However, after DIV3, and mainly after DIV7, the
proportion of cells responding to bothACh and tau proteinwas clearly
increased (Fig. 7B). It is worth highlighting that a higher sensitivity to
tau (Fig. 7A) correlates with the increase in the number of neurons
expressing M1 receptors (Fig. 7D). As expected, the calcium increase
evoked by tau was, in all cases, prevented by atropine pretreatment
(Fig. 7C). A potassium dependent depolarization was performed in all
studied neurons to confirm that the cells remain functional after the
different treatments (Fig. 7C). Similar results were observed on cor-
tical neurons in culture (data not shown).
A difference between ACh and tau responses is that tau res-
ponse is more prolonged in time than ACh effect, and it could be
more toxic for the cell.
Discussion
Thirty years ago, it was described that Alzheimer disease was
associated with a severe loss of cholinergic markers in the brain
(Bowen et al., 1976; Davies and Maloney, 1976). This observation
raised the hypothesis suggesting that cholinergic loss could be related
to the severity of the dementia (Perry et al., 1981) and settled the basis
for the cholinergic deficit hypothesis inAlzheimer disease (Coyle et al.,
1983). However, studies of other pathological features of the disease,
such as the presence of senile plaques and the neurofibrillary tangles,
have resulted in the formulation of new hypothesis, mainly related with
the main component of senile plaques, the amyloid peptide (Hardy and
Selkoe, 2002). In comparison with the very high number of publi-
cations on amyloid pathology little was done concerning a possible
relationship between cholinergic deficits and the pathological features,
(for a review see (Mesulam, 2004).
Themain component of neurofibrillary tangles is tau protein and, in
AD, tau pathology starts at the entorhinal cortex (EC) (Braak and
Braak, 1991). In the ECup to 80%of cholinergic axons can be depleted
in AD (Geula and Mesulam, 1996) and that depletion has been as-
signed to neurofibrillary degeneration (Geula and Mesulam, 1999). In
the nearby areas, the presence of some muscarinic receptors, such as
M2 receptors, was reduced in AD (Mash et al., 1985).
The results of this work are compatible with our previous obser-
vation (Gomez-Ramos et al., 2006) suggesting that tau found at the
extracellular space, after cell death, could be toxic for neuronal cells
and, upon death of the tau-responding cells, the toxicity could pro-
pagate to other neighboring cells, and this could be one of the me-
chanisms to explain the propagation pattern observed for tau
Fig. 4. Transient transfection of COS-7 cells with plasmids containing cDNAs of muscarinic receptors M1 or M3. African green monkey kidney cells COS-7
were transfected with pcDNA3 (empty vector, used as control. CHRM1 (containing full-length human muscarinic acetylcholine receptor 1 cDNA under CMV
promoter and 3x HA tag in its N-terminus) and CHRM3 (similar to CHRM1 but, in this case, containing full-length human muscarinic acetylcholine receptor 3
cDNA). (A) Western blot for anti-HA and anti-b-actin from extracts of COS-7 transient by transfected cells with pcDNA, CHRM1 and CHRM3 was done.
(B) Confocal image from COS-7 transient by transfected cells with pcDNA3, CHRM1 and CHRM3.
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pathology in AD, if the process starts at EC. Indeed, working on SH-
SY5Y human neuroblastoma cells, we have found that tau-induced
pathology involves a deregulation of calcium homeostasis, that takes
place in those cells bearing muscarinic receptors (Gomez-Ramos
et al., 2006). The existence of proteins that could activate cholinergic
receptors is not a new idea since it has been reported that a rabies virus
glycoprotein specifically binds to acetylcholine muscarinic receptors
(Kumar et al., 2007).
As a first step to identify the muscarinic receptor able to bind tau,
we have identified the muscarinic receptors expressed in SH-SY5Y
neuroblastoma cells, and we found that mainly M1, M2 and M3 were
expressed. Thus, we propose that SH-SY5Y cells can be a goodmodel
for studying tau effect, because M1 receptor is heavily expressed in
whole brain (http://www.brain-map.org/) including those regions
mainly affected inAD.Besides, a reduction ofM2 receptor expression
in AD has been described (Mash et al., 1985), and finally, M3
receptors are mainly located on cortex, hippocampus, and retrohippo-
campal formation (http://www.brain-map.org/). Thus, we have fo-
cused our studies in these receptors.
After performing pharmacological studies and cDNA transfec-
tion analyses, we found a possible role forM1 and forM3, but not for
M2, in tau toxicity in neuroblastoma or non-neuronal transfected
cells.
Additionally, it has been shown that M1 and M3 mediated mus-
carinic stimulation promotes the processing of amyloid precursor
protein (APP) by the α-secretase pathway (Nitsch et al., 1992).
However,M1 stimulationmay also lead to an increase in BACE (APP
β-secretase) expression, whereas M2 stimulation decreases BACE
expression (Zuchner et al., 2004; Zuchner et al., 2005). In AD, an
increase of M1 and M3 receptors with respect to that of M2 has been
found (Mash et al., 1985). Thus, tau protein acting through M1 and
M3 but not through M2 receptor could act on those sick neurons. In
our studies we do not know, at the present, the possible difference for
tau or ACh activation of muscarinic receptors and if they could be
related, or not, to any of the previous consequences that have been
described for muscarinic receptor activation. Nevertheless, since
changes in α or β APP secretase activities could take place upon M1/
M3 receptor activation that could result in the depletion of Aβ
production, we are currently testing if a possible overexpression of Aβ
due to tau toxicitymay take place and comparing it to the effect ofM1/
M3 activation by ACh. However, our on-going research on M1/M3
receptor and APP transfected cells, does not suggest any difference
between the addition of ACh and that of tau to the cells.
Fig. 5. Tau protein induces intracellular calcium increase in COS-7 cells
transfected with CHRM1 and CHRM3 constructs. FURA-2 loaded COS-7
cells transfected with CHRM1, CHRM3 constructs or with empty vector
pcDNA3.1 (Ctrl), were stimulated with 1 mM tau protein, and fluorescence
time course changes were measured. (A) Control COS-7 cells transfected
with pcDNA3.1 were stimulated with a pulse of 50 μM ACh (in order to
establish functional cell status) followed by 1 μM tau. The cells do not
respond to acetylcholine neither to tau. (B) COS-7 cells transfected with
CHRM1 construct were stimulated to ACh, followed by tau protein. The cells
respond to tau protein in a similar magnification that occurs in SH-SY5Y
human neuroblastoma cells. There was no response to tau when cells were
pre-incubated with 100 μM atropine. Finally, after washing the cells with
perfusion buffer (see Experimental methods) a pulse of 50 μM ACh was
applied in order to confirm cell viability. C) COS-7 cells transfected with
CHRM3 were stimulated with 50 μMACh, 1 μM tau protein and again with
50 μMACh (after rinsingwith perfusion buffer). (D) As in panel C, but in this
case the experiment was done with COS-7 cells transfected with both
CHRM1 and CHRM3 plasmids. The trace shows the average response of
≥20 cells. Bars indicated standard deviation. In all cases the upper solid bars
indicate the stimulation periods.
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Finally, we like emphasize that our results on tau action, observed
in non-neuronal transfected cells or in neuroblastoma cells, were
confirmed in primary cultures of hippocampal and cortex neurons.
Experimental methods
Materials
Themuscarinic receptor antagonists: atropine, Pirenzepine,Gallamine and 4-
DAMP were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Monoclonal mouse
anti-HA antibody (clone 12CA5) was obtained from the “Optic and Confocal
MicroscopyService” (S.M.O.C., Centro deBiologíaMolecular “SeveroOchoa”,
Madrid, Spain). Monoclonal mouse anti-β-actin antibody was obtained from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Polyclonal rabbit anti-muscarinic acetylcholine
receptor M1 was purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Mammalian expression plasmids containing CMV promoter and the full-length
cDNAs from human muscarinic receptors M1 (CHRM1) and M3 (CHRM3),
tagged in its N-terminus with 3x HA epitope, were obtained from UMR cDNA
Resource Center (Missouri, MO). pcDNA3.1 plasmid used as control and
Lipofectamine 2000 transfection reagent, were obtained from Invitrogen
(Carlsbad, Ca). Mammalian expression plasmid containing CMV promoter
and cDNA from APP695 was a gift from Dr. Maria Recuero.
Tau peptide comprising the following sequence EIVYKSPVVSGDT-
SPRH, residues 391 to 407, (nomenclature of the largest tau isoform), present at
the C-terminal region of the protein, was synthesized and purified, as
previously described (Perez et al., 2001).
SH-SY5Y Cell culture
Human neuroblastoma SH-SY5Y (Biedler et al., 1978) cells obtained from
ATTC (Rockville, Md) were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM) supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS) plus
2 mM glutamine in a humidified atmosphere with 5% CO2. The day before
performing the experiment, the cells were seeded on polylysine-coated glass
coverslips at a density of 105 cells/coverslip to assay calcium dependent
fluorescence analysis.
COS-7 cell culture and transfection
African green monkey kidney fibroblast (COS-7) cells (Gluzman, 1981)
were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with
10% (vol/vol) FBS. The day before the transfection, the cells were seeded
on polylysine-coated glass coverslips at a density of 5×104 cells/coverslip.
Cells were transiently transfected with CHRM1, CHRM3 containing a HA
tag, or with both plasmids using Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer's instructions. Control cells were transfected
with the empty vector (pcDNA3.1, Invitrogen) at the same conditions. After
24 h of expression, transfected cells were fixed for immunofluorescence
analysis or processed for calcium dependent fluorescence signal analysis.
Primary cultures of hippocampal neurons
Hippocampal neurons were cultured as described by Banker and Cowan
(1977). Newborn wild-type mice (P0), were sacrificed, and the embryos were
removed under sterile conditions. Dissociated hippocampal neurons from the
embryos were plated on glass coverslips coated with 1 mg/mL poly (L-lysine)
Fig. 6. Effect of tau peptides in COS-7 cells transfected with CHRM3
construct. (A) The whole tau protein and different tau peptides were assayed to
determinate the putative region of tau protein involved in deregulation of
calcium homeostasis: Tau 42, indicates the longest human tau isoform
expressed in the SNC containing 2 inserts in its N-terminal region and 4 repeats
in its microtubule binding region (Goedert and Jakes, 1990); 2R, referred to as
tau peptide containing first and third repeats of Tau 42; 2N as tau peptide
containing the N-terminal region of Tau 42 including its twoN-terminal inserts,
but no the microtubule binding regions (aminoacids 1–243); 3R referred to as
tau peptide containing first, third and fourth repeats of its microtubule binding
region and 3RC referred to as the C-terminal region of tau 42, including first,
third and fourth microtubule binding repeats. (B) COS-7 cells transiently
transfected with CHRM3 plasmid, were stimulated with a sequential sequence,
thus first it was assayed at 50 μM ACh (to check cell functionality), and after
then were assayed differences in tau peptides at 1 μM: 2N, 2R, 3R, 3RC and
finally the full-length tau protein. After tau treatment, the cells were again
stimulated with a pulse of 50 M ACh, The cells were washed with perfusion
buffer after every application. The trace shows the average response of ≥ 20
cells. Bars indicated standard deviation. In all cases the upper solid bars indicate
the stimulation periods. (C) FURA-2 fluorescence time course changes
recorded for Cos-7 cells transiently transfected with CHRM3 plasmid, and
sequentially stimulated with 50 μM ACh, 3RC peptide and C-terminal tau
peptide comprising residues 391 to 407 (tau391–407). Again, the cell viability,
after tau peptide treatment was tested by a pulse of ACh.
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and 20 μg/mL laminin.After incubation for 3 h inmedium containing 10% (v/v)
horse serum (Gibco), the cells were transferred to N2- and B27-supplemented
medium (Gibco) and incubated for 1, 3 or 7 days.
Immunofluorescence analysis
COS-7 transiently transfected cells and primary cultures of neurons
were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min. After the fixation, the
coverslips were incubated with phosphate buffered saline (PBS) supple-
mented with 0.1% Triton X-100 for 10 min, then were incubated with 1%
bovine serum albumin (BSA) in PBS/TX-100 for additional 10 min.
Primary antibody anti-HA was diluted 1:2000 (vol/vol) in PBS/BSA and
incubated in coverslips for 45 min at room temperature. After primary
antibody incubation, coverslips were rinsed with PBS and incubated with
secondary antibody (Alexa 488, Invitrogen) diluted 1:500 (vol/vol) in PBS/
BSA. Finally, the coverslips were rinsed again with PBS and mounted in
FluorSave (Calbiochem). Coverslips were analyzed by confocal micro-
scopy in a Confocal MicroRadiance (BioRad) coupled with a vertical
microscopy Axioskop 2 (Zeiss).
Fig. 7. Tau deregulates calcium homeostasis in primary cultured of hippocampal neurons. (A) Mouse hippocampal neurons cultured for 1, 3 and 7 days, were FURA-2
loaded and the intracellular calcium levels were measured after a sequential application of 50 μMACh and 1 μM tau. Insets show images showing color representations of
the FURA-2 loaded hippocampal neurons responding to tau. (B)Graphic shows the percentage ofmouse hippocampal neuronal cells that respond toAChor tau at 1 ( ),
3 ( ) or 7( ) days in vitro. (C) Newborn mouse hippocampal neurons cultured for 3 days, were sequentially stimulated with 50 μM ACh and 1 μM tau in the
presence or absence of 100 mM atropine. Finally, the neurons, were depolarizated with 60 μMKCl to confirm their viability after the treatments. (D)Mouse hippocampal
neurons were fixed at 1, 3 or 7 days in vitro and processed for immunofluorescence analysis with an antibody that recognizes muscarinic acetylcholine receptor 1.
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Calcium dependent fluorescence signal analysis—image
acquisition and analysis of the Ca2+ response in different cell types
Primary cultures of hippocampal and cortical neurons, human neuro-
blastoma SH-SY5Y and COS-7 transiently transfected cells, were washed
with perfusion buffer (122 mMNaCl, 3.1 mMKCl, 0.4 mMKH2PO4, 5 mM
NaHCO3, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glucose and 20 mM N–Tris
(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid (TES) buffer, pH 7.4),
and they were loaded with FURA-2 AM solution (7.5 μM) for 30 min at
37 °C. This period facilitated the intracellular hydrolysis of the FURA-2 AM.
Subsequently, the coverslips were washedwith freshmedium andmounted in
a superfusion chamber in a NIKON Eclipse TE-2000 microscope. In all
experiments the cells were superfused first at 1.2 mL/min with perfusion
media and then, with 50 μM ACh in order to establish the functional cell
status. When tau protein was assayed, the perfusion system was stopped.
When the experiments were performed with muscarinic receptor antagonists:
atropine (100 μM), Pirenzepine (10 μM), 4-DAMP (2 μM) and Gallamine
(2 μM), the cells were incubated for 10 min before adding ACh or tau.
At the end of each experiment, 50 μMAch pulses were applied to confirm
the viability of the cells under study. Cells were visualized using a Nikon
microscope containing a ×40 S Fluor 0.5–1.3 oil lens. The wavelength of the
incoming light was filtered to 340 nm and 380 nm with the aid of a
monochromator (10 nm bandwidth, Optoscan monocromator, Cairin). These
wavelengths corresponded to the fluorescence peaks of Ca2+-saturated andCa2+-
free FURA-2 solutions. The 12-bit images were acquired with an ORCA-ER
C 47 42–98 CCD camera fromHamamatsu (Hamamatsu City, Japan) controlled
by Metafluor 6.3r6 PC software (Universal Imaging Corp., Cambridge, UK).
The exposure time was 150 ms for each wavelength and the changing time
b5ms. The images were acquired continuously and buffered in a fast SCSI disk.
The time course data represent the average light intensity in a small elliptical
region inside each cell. The background and autofluorescence components were
subtracted at eachwavelength, and the 340 over 380 nm ratiowas calibrated into
[Ca2+]i values using Grynkiewicz's equation (Grynkiewicz et al., 1985). The
Rmax, Rmin and β parameters were calculated from the spectra of small droplets
of FURA-2 in Ca2+-saturated and Ca2+-free solutions (100 mM KCl, 10 mM
NaCl, 1 mMMgCl2, 10 mM Tris, 10 mMMOPS and 100 μM FURA-2. Ca
2+-
free: plus 2 mM EGTA. Ca2+-saturated: plus 2 mM CaCl2, pH 7.4) (Diaz-
Hernandez et al., 2001) and the in vitro Rmax and Rmin were corrected for the
differences with the cytosolic environment using the procedure described by
Poenie (1990) and Baitinger et al. (1990).
Protein purification
The recombinant tau isoform (tau42) containing 2 N-terminal inserts
and 4 microtubule binding repeats (Goedert and Jakes, 1990), and tau
fragments: 2N, containing the amino-terminal half of tau protein, (residues 1–
251), tau 2R, containing residues 250–335 (deleted 274–304), tau 3R, containing
residues 250–367 (deleted 274–304), and tau 3RC, containing residues 250–441
(deleted 274–304), was isolated as previously described (Perez et al., 1996). The
isolated proteins were characterized by gel electrophoresis followed by staining
with Coomassie blue.
Gel electrophoresis and western blot
Cells were homogenized at 4 °C in a buffer containing 50mMHEPES, pH
7.4, 10 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, and including the phosphatase
inhibitors 20 mM NaF, 0.1 mM sodium orthovanadate, and 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride. The cell lysates were centrifuged at
10,000 g for 5 min at 4 °C and then heated at 100 °C for 5 min in
electrophoresis sample buffer. The protein concentration was determined by
using the BCA protein assay, at 37 °C (Pierce, Rockford, IL). Proteins were
fractionated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) on 10% gels and transferred to nitrocellulose membranes
(Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel, Germany). After blocking of non-
specific protein binding to the membranes with 0.05% Tween 20 and 5% non-
fat dry milk in PBS, the membranes were incubated overnight with the primary
antibodies anti-HA (1:2000, vol/vol) or anti-β-actin (1:5000, vol/vol) in
blocking buffer at 4 °C. The proteins recognized by the antibodies were
visualized by using enhanced chemiluminescence (Perkin Elmer Life Sciences,
Boston, MA) after incubation with horseradish peroxidase (HRP)-linked
secondary antibodies (Dako A/S, Glostrup, Denmark).
Quantitative RT-PCR
Total RNAwas purified from 35mm dishes of confluent SH-SY5Y cells or
COS-7 cells using an RNA Miniprep Kit (Stratagene) according to the
manufacturer's recommended protocol. RNA extraction was followed by
DNAse treatment to avoid genomic DNA contamination. Then, reverse
transcription was performed with both 0.08 μg/μL oligo (dT) primers and
0.2 μg/μL random primers using the first-strand cDNA synthesis kit for RT-
PCR (AMV) (Roche Applied Science) protocol.
Genomic DNAwas purified from COS-7 cells using the Wizard Plus SV
Genomic DNA purification system (Promega). And genomic DNA from SH-
SY5Y cells was isolated using a high salt method as follows. First, nuclei lysis
buffer (1%Tris EDTA pH 8.0, 0.4MNaCl and 2 mMEDTA) was added to the
cell pellet and cells were centrifuged for 10 min at 4 °C (1200 rpm). The pellet
was resuspended in the lysis buffer with 0.3 mg/mL proteinase K (Merck) and
1% SDS and, then, it was incubated at 45 °C overnight. After, 6 M NaCl was
added and centrifugation for 15 min (3000 rpm) was performed. The
supernatant was centrifuged repeatedly until it was clear of salt. To precipitate
DNA, 3M sodiumacetate pH5.2 and cold 100% isopropanolwere added to the
final supernatant. DNAwas transferred into a new tube containing 70%Ethanol
and it was centrifuged for 30 min (14,000 rpm). Finally, the pellet was
resuspended in H2O. Each amplification was performed using genomic DNA
from SH-SY5Y as template. The concentrations of PCR products were mea-
sured using Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies). Micrograms of
double stranded DNA (ds DNA) were converted in picomoles:
pmol=μg×106 pg/1 μg×1 pmol/660 pg×1/N (length of the amplicon in
bp). Ten-fold serial dilutions in brewer-yeast tRNA (110 ng/μL,RocheApplied
Science) of the PCR products starting from 10−2 pmol were used as standards
for the calibration curves.
Real-time PCR analysis was performed in the ABI PRISM 7900HT
SequenceDetection System (Applied Biosystems) in a 96-well optical plate. The
PCRmaster mix contained 5 μL of the SYBRGreen PCRMaster Mix (Applied
Biosystems), 1 μL of the template and 150 nM of each forward and reverse
primers in a total volume of 10 μL. Table 1 shows primer pairs designed among
human sequences for each muscarinic receptor subtype and β-actin used as an
endogenous control. Each primer pair reaction for each template was assayed in
triplicates.
Table 1
Primers designed for each muscarinic receptor subtype and endogenous β-
actin (used as control)
Gene name Orientation Sequence Product
length (bp)
Muscarinic
receptor 1
Forward ACCTCTATACCACGTACCTG 122
Reverse TGAGCAGCAGATTCATGACG
Muscarinic
receptor 2
Forward ACCTGTGGTGTGTGACCTTT 128
Reverse GCTTGACTGGGTAGGTCAGA
Muscarinic
receptor 3
Forward CATCATGAATCGATGGGCCT 128
Reverse GGCCTCGTGATGGAAAAGTA
Muscarinic
receptor 4
Forward CAGTTTGTGGTGGGTAAGCG 132
Reverse GTACAGCACCGTCATGATGA
Muscarinic
receptor 5
Forward GATGAGTGCCAGATCCAGTT 103
Reverse GACAGTAGAGGATGGTCATG
β-actin Forward CACACTGTGCCCATCTACGA 162
Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGA
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Thermal cycling conditions were as follows: 10 min at 95 °C, then,
40 cycles of 15 s at 95 °C and 1min at 60 °C. After the amplification, a melting
curve was obtained increasing the temperature from 60 °C to 95 °C.
Different controls were carried out for each amplification: RT-PCR-
template with no reverse transcriptase as a control of the genomic DNA
contamination, no-template reaction as negative control and genomic DNA-
template as positive control.
Mean threshold cycle (CT) values for each amplification performed in
triplicates were normalized and analyzed using ABI prism 7000 Sequence
Detection System and SDS Software (Applied Biosystems). Melting curves
were studied to determine whether the primer pairs used were specific (see
Table 1).
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The development of intraneuronal lesions as a result of
the progressive deposition of hyperphosphorylated tau
at speciﬁc brain regions (such as hippocampus and
cortex) plays a key role in the pathological process of
Alzheimer’s disease. However, the mechanisms by
which tau phosphorylation is regulated, mainly in the
pathology found in the cortex, are still poorly under-
stood. Here, we analyzed the effect of cortistatin, a
cortical neuropeptide related to somatostatin, on tau
phosphorylation at Ser262 in cultures of murine cortical
neurons. Both somatostatin and cortistatin induce tau
phosphorylation at Ser262, a site modiﬁed in Alzhei-
mer’s disease, although with different kinetics in cortex.
The effect of cortistatin likely is mediated by heterodi-
meric receptors composed of somatostatin receptor
subtypes 2 and 4 and also by protein kinase C signal-
ing. Cortistatin-deﬁcient mice show decreased tau
phosphorylation at Ser262 in the cortex but not in other
brain regions tested. Our results suggest an important
role for cortistatin in the regulation of tau phosphoryla-
tion that may be associated with the pathophysiology
of Alzheimer’s disease in regions such as the cerebral
cortex. VC 2008 Wiley-Liss, Inc.
Key words: Alzheimer’s disease; somatostatin;
internalization; somatostatin receptors; real-time PCR
Alzheimer’s disease is a senile dementia character-
ized by the presence of two aberrant structures: senile
plaques and neuroﬁbrillary tangles (Alzheimer, 1906).
The number of cortical neuroﬁbrillary tangles, which
mainly contain an abnormal hyperphosphorylated form
of the microtubule-associated tau protein, correlates pos-
itively with the severity of dementia (Arriagada et al.,
1992).
Development of the disease is related to that of tau
pathology. First, the entorhinal cortex and hippocampus
are affected, and then cortical neurons degenerate pro-
gressively (Braak and Braak, 1991). In addition, the pro-
gression of tau phosphorylation was shown to correlate
with the evolution of tau pathology (Delacourte et al.,
1999), being a critical step for the development of the
disease when phosphorylation associated with tau pathol-
ogy appears at the cortex (Delacourte et al., 1999).
Thus, the study of tau phosphorylation in this cerebral
region seems to be relevant. The modiﬁcation of tau by
phosphorylation affects its interaction with microtubules
(for review see Avila et al., 2004). Tau phosphorylation
depends on the balance of protein kinase and phospha-
tase activities (Goedert et al., 1992; Iqbal and Grundke-
Iqbal, 1997). Signals that regulate these kinase/phospha-
tase activities in different brain regions can have pro-
found consequences on microtubule stability and in the
onset of Alzheimer’s disease (Goedert et al., 1992; Iqbal
and Grundke-Iqbal, 1997). Among those signals could
be the peptides that belong to the somatostatin family.
Cortistatin is a neuropeptide of the somatostatin
family expressed in g-aminobutyric acid (GABA)-ergic
neurons in the cerebral cortex and hippocampus (de
Lecea et al., 1996, 1997), brain regions ﬁrst affected by
Alzheimer’s disease. Preprocortistatin mRNA expression
is signiﬁcantly increased in the hippocampus during nor-
mal aging but is attenuated in aged transgenic mice
overexpressing the human b-amyloid precursor protein
(Winsky-Sommerer et al., 2004). Several studies provide
evidence for a modulatory role of cortistatin in memory
processes. Intraventricular injection of cortistatin was
shown to impair memory consolidation in rats (Flood
et al., 1997; Sanchez-Alavez et al., 2000). Cortistatin has
an inhibitory effect on the excitability of CA1 neurons
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(de Lecea et al., 1996; Schweitzer et al., 2003) and
blocks long-term potentiation (LTP) in perforant path-
dentate gyrus synapses. Transgenic mice overexpressing
cortistatin also show deﬁcits in LTP and in spatial mem-
ory (Tallent et al., 2005).
Cortistatin could constitute an endogenous signal
that modulates protein kinase/phosphatase activity affect-
ing tau phosphorylation in the brain regions critical for
the development of Alzheimer’s disease. The present
work is focused on the effect of cortistatin on tau phos-
phorylation at Ser262 site in cultures of murine cortical
neurons. Our data point to a relevant role for cortistatin
in tau phosphorylation at Ser262 in the cortex with
potential implications in the progression of tau pathology
in Alzheimer’s disease.
MATERIALS AND METHODS
Animals
Experimental animals were wild-type C57BL6, cortista-
tin knockout, and somatostatin receptor (sst)-2 and -4 knock-
out mice, and sst2/4 double-knockout mice (Videau et al.,
2003). These strains were congenic in the C57BL6 back-
ground (N9). Primary cortical neurons were obtained from
P0–P1 littermates of wild-type and sst2 and -4 knockout mice
and from sst2/4 double-knockout mice. Wild-type and cortis-
tatin knockout mice (3-month-old male) were used for pro-
tein extracts (n 5 3 for each genotype). Mice were main-
tained in a temperature-controlled environment on a 12/12-
hr light-dark cycle, with food and water available ad libitum.
All procedures were approved by the animal research commit-
tee at the Centro de Biologı´a Molecular ‘‘Severo Ochoa’’
(UAM-CSIC, Madrid, Spain).
Antibodies and Reagents
The monoclonal antibodies against tau protein used for
this study were: 7.51 (a gift from Dr. C. Wischik, MRC,
Cambridge, United Kingdom), 12E8 (a gift from Dr. P. Seu-
bert, Elan Pharmaceuticals, South San Francisco, CA), and
PHF1 (a gift from Dr. P. Davies, New York, NY). The 7.51
antibody recognizes an epitope located in the last two repeats
of the tau protein microtubule-binding domain and reacts
with all tau isoforms in a phosphorylation-independent man-
ner (Novak et al., 1991). The 12E8 antibody detects tau phos-
phorylated at Ser262 (Seubert et al., 1995), and the PHF1
antibody recognizes tau protein when Ser396 and Ser404 are
phosphorylated (Greenberg et al., 1992; Otvos et al., 1994).
The numbering of the tau epitopes is given according to the
longest human tau isoform of 441 amino acids (Goedert et al.,
1989). The 334 polyclonal antibody speciﬁcally detects the
carboxyl-terminal region of the neural b3 isoform of tubulin
(Diaz-Nido et al., 1990).
Cortistatin coupled to ﬂuorescein at Lys3 (Fluo-cortista-
tin) was custom synthesized at SynPep (Dublin, CA). Fluores-
cein was attached to the Lys3 residue because the exocyclic
N-terminal proline residue is essential for its binding and spe-
ciﬁc activities (Criado et al., 1999). The structure and integ-
rity of the peptide were veriﬁed by mass spectroscopy at
TSRIs protein chemistry facility. Cortistatin 1–14 and somato-
statin 1–14 were obtained from Neomps (Strasbourg, France)
and from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), respectively (see
amino acid sequences of both compounds in Suppl. Fig. 1).
Octreotide, a somatostatin analogue that binds preferentially
to sst2, -3, and -5 receptors, and Ro 31-8220, a protein
kinase C (PKC) inhibitor, were purchased from Sigma-
Aldrich and from Roche (Basel, Switzerland), respectively.
Cell Culture, Transfection, and Treatment
Human embryonic kidney cells (HEK-293) were grown
in 12-well plates in Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum,
2 mM glutamine, 1 mM pyruvate, 100 U/ml penicillin, and
100 U/ml streptomycin in a humidiﬁed atmosphere of 5%
CO2/95% air at 378C. Cells were transiently transfected with
different combinations of plasmids containing cDNA of tau,
sst2, or sst4 in pCDNA3.1 vector using Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) as described by the manu-
facturer. Control cells were transfected with the empty vector
(pCDNA3.1; Invitrogen) in the same conditions. One day af-
ter the transfection, the medium was replaced by serum-free
DMEM for 2 hours, after which cortistatin was added at dif-
ferent concentrations (5–500 nM) for 30 min. Similarly, after
2 hr in serum-free DMEM, cells were treated with somatosta-
tin (5–500 nM) for 5 min. Finally, protein extracts from cells
were analyzed by Western blot.
Primary Cortical Culture Procedure and Treatment
Cortical neurons were obtained from P0–P1 mouse lit-
termates. Papain (Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ) was used to dissociate the cells (Banker and
Cowan, 1977). The cells were plated on poly-L-lysine
(100 lg/ml)- plus laminin (10 lg/ml)-coated plastic dishes (1.8
3 105 cells/24-well plate) and cultured in Neurobasal medium
(Gibco, Carlsbad, CA) supplemented with 10% (vol/vol) horse
serum, 2 mM glutamine, 1 mM pyruvate, 100 U/ml penicillin,
and 100 U/ml streptomycin. After 3 hours, the medium was
changed to Neurobasal medium supplemented with 1% (vol/
vol) B27 (Gibco), 2 mM glutamine, 1 mM pyruvate, 100 U/
ml, penicillin and 100 U/ml streptomycin. The cells were
grown in a humidiﬁed atmosphere of 5% CO2/95% air at
378C, and half of the medium was replaced every 2–3 days.
The experiments were performed after 8 days in vitro,
when functional somatostatin receptors are known to be
expressed in cultured primary neurons (Heidet et al., 1990;
Stroh et al., 2000). After 2 hr in serum-free Neurobasal me-
dium, the peptides or other compounds were added to the
cultures. The primary cultures were incubated with or with-
out 50 nM somatostatin for different times. In separate experi-
ments, cortistatin or octreotide were also added at different
concentrations and incubation times. In some cases, the cells
were incubated in the presence of 10 lM Ro 31-8220, a
PKC inhibitor, for 90 min, or pretreated with 10 lM Ro 31-
8220 for 60 min, followed by the addition of 50 nM cortista-
tin for an additional 30 min. Thereafter, protein isolation and
Western blot analysis were performed.
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Protein Isolation and Western Blot Analysis
Three-month-old mice wild-type and cortistatin knock-
out mice were sacriﬁced by CO2 inhalation. Then, brain was
quickly dissected into cortex, hippocampus, and the remaining
tissue on an ice-cold plate. These different samples were ho-
mogenized separately in an ice-cold buffer containing 20 mM
Hepes pH 7.4, 100 mM NaCl, 20 mM NaF, 5 mM EDTA,
and 1% (wt/vol) Triton X-100 and supplemented with 30
mM glycerophosphate, 5 M pyrophosphate, 1 lM okadaic
acid, and a cocktail of protease inhibitors (2 mM phenylme-
thanesulfonyl ﬂuoride, 10 lg/ml leupeptin, 10 lg/ml aproti-
nin, and 10 lg/ml pepstatin; Roche, Basel, Switzerland).
Lysates were centrifuged at 12,000g for 15 min at 48C, and
pellets were discarded. The amount of protein in the superna-
tants was quantiﬁed by using the Bradford assay (Bradford,
1976).
Primary cortical neurons and transiently transfected
HEK-293 cells were lysed in electrophoresis sample buffer [50
mM Tris-HCl, pH 6.8, 100 mM b-mercaptoethanol, 2% (wt/
vol) sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.1% (wt/vol) bromophe-
nol blue, 10% (vol/vol) glycerol] supplemented with 30 mM
glycerophosphate, 5 M pyrophosphate, 1 lM okadaic acid,
and a cocktail of protease inhibitors (Roche). One well of
each culture was homogenized according to the protein isola-
tion protocol for brain tissue (indicated above) to determine
the protein content via Bradford assay (Bradford, 1976). Both
protein extracts obtained from brain tissue and primary cul-
tures were boiled for 10 min in the electrophoresis sample
buffer.
Fifteen micrograms of total protein were run on 10%
SDS-PAGE gels and electrophoretically transferred to a nitro-
cellulose membrane (Schleicher and Schuell, Keene, NH). Af-
ter blocking of nonspeciﬁc protein binding to the membrane
with 0.05% (vol/vol) Tween 20 and 5% (wt/vol) nonfat dry
milk in phosphate-buffered saline (PBS), the ﬁlter was incu-
bated for 1 hr at room temperature with the monoclonal pri-
mary antibody. Primary antibodies used for this assay were
diluted in the blocking solution as follows: 12E8 (1/1,000),
PHF1 (1/100), and 7.51 (1/100). After three washes with
0.05% (vol/vol) Tween 20 in PBS, the membrane was incu-
bated with a horseradish peroxidase (HRP)-linked secondary
goat anti-mouse antibody (1/2,000; Dako, Glostrup, Den-
mark), followed by several washes. To visualize the immuno-
detection, Western Lightning reagents were used (Perkin
Elmer Life Sciences, Boston, MA).
Finally, the labelled protein was subjected to densito-
metric analysis for quantiﬁcation. The optical density of the
stained protein bands, in arbitrary units, was measured in the
Quantity One program (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA). To determine tau phosphorylation levels at Ser262 site
and Ser396/404 site using 12E8 and PHF1 antibodies, respec-
tively, data were normalized to total tau levels determined by
the 7.51 antibody.
Immunoﬂuorescence Microscopy
Medium of primary cortical neurons cultures grown on
coated coverslips (1 3 105 cells/24-well plate) for 8 days was
changed to serum-free Neurobasal medium for 2 hours, after
which several compounds were added to the cultures. In this
way, the cultures were incubated with 1–5 lM Fluo-cortistatin
for 1 or 30 min. Some of the cultures were preincubated ei-
ther with 100 lM cortistatin or with 100 lM somatostatin for
10 min, and then 1 lM Fluo-cortistatin was added for
30 min. In another experiment, the primary cultures were
pretreated with 1 lM phenylarsine oxide (PAO; Sigma-
Aldrich), an endocytosis inhibitor, diluted in dimethyl sulfox-
ide (DMSO; Sigma-Aldrich) for 30 min, and then 5 lM
Fluo-cortistatin was added for additional 30 min. A control
experiment was also performed by adding the same volume of
DMSO instead of PAO for 30 min, followed by the addition
of 5 lM Fluo-cortistatin for 30 min.
We ﬁxed the primary cultures with 4% (wt/vol) para-
formaldehyde in PBS plus 5 mM MgCl2 for 10 min at 378C.
After three washes with PBS for 5 min each, the cells were
subsequently incubated with different solutions, in the dark, at
room temperature. Fixed cells were permeabilized with 0.1%
(vol/vol) Triton X-100 in PBS for 15 min. Then, 1 M gly-
cine in PBS was added for 30 min to the coverslips, followed
by the blocking solution [1% (wt/vol) BSA in PBS] for
45 min. To detect microtubules in neurons, we incubated the
cultures with a 1/1,000 dilution of tubulin-speciﬁc primary
antibody (334) in 1% (wt/vol) BSA in PBS for 60 min. After
two washes, the secondary antibody Alexa 555 goat anti-rabbit
IgG (Invitrogen) diluted 1/1,000 in the blocking solution was
added for 45 min, then rinsed three times with PBS. One mi-
nute of incubation with DAPI (Calbiochem, San Diego, CA;
1/105) was used for nuclear staining. Finally, the coverslips
were washed in PBS three times and mounted in glycerol:PBS
(1:1). The cells were imaged in two sessions with a Zeiss Axi-
overt 200M inverted microscope (Carl Zeiss International,
Thornwood, NY) and a Leica Confocal SP2 AOBS (Leica,
Wetzlar, Germany) using excitation at 405 nm, 488 nm, and
543 nm. DAPI, ﬂuorescein, and Alexa 555 were detected
using bandpass ﬁlters at 435–485 nm, at 500–550 nm, and at
565–615 nm, respectively. Images were acquired sequentially
using the associated software and processed in Photoshop
(Adobe Systems, Mountain View, CA). Cells shown are rep-
resentative of the majority of cells observed at a magniﬁcation
of 363 (Carl Zeiss International).
Cells were counted at 340 magniﬁcation in randomly
selected ﬁelds (approximate area of 0.2 mm2) with a Zeiss ﬂu-
orescent microscope. Cells with internalized Fluo-cortistatin
were considered only if intense green labeling was exhibited.
Proportion of labeled cells (vs. total number of cells) was
obtained from counting 100–250 total cells per ﬁeld in the
coverslips incubated in the presence of 5 lM Fluo-cortistatin
for 30 min (n 5 5 coverslips). Total number of cells repre-
sents the number of nuclei stained with DAPI. To compare
the experiments with 1 lM Fluo-cortistatin for 30 min and
with 100 lM cortistatin or somatostatin for 10 min and then
1 lM Fluo-cortistatin for 30 min, green-labeled cells were
counted in 20 ﬁelds (n 5 4 coverslips per condition).
RT-PCR Analysis
Numerous binding data support the idea that somatosta-
tin receptors are expressed not only in neurons but also in
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cultured glial cells obtained from rodent brains (van Calker
et al., 1980; Mentlein et al., 1990; Heidet et al., 1990; Hosli
and Hosli, 1994; Feindt et al., 1995). Nevertheless, it is note-
worthy that the expression of somatostatin receptors in cul-
tured neurons is more abundant than in cultured glial cells
obtained from mice (Heidet et al., 1990). To focus on neuro-
nal somatostatin receptors, we prevented glial proliferation by
adding 5 lM arabinofuranosylcytosine (Ara-C; Calbiochem,
San Diego, CA) 2 days after plating the primary cortical neu-
rons (1 3 106 cells/P35-coated dish). After culture for 8 days,
neurons were incubated for 2 hr in serum-free Neurobasal
medium, after which total RNA was extracted, followed by
DNase treatment with an RNA Miniprep Kit (Stratagene, La
Jolla, CA), as described by the manufacturer. Similarly, RNA
from transiently transfected HEK-293 cells was puriﬁed. RNA
concentration and quality were checked using the Nanodrop
ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wil-
mington, DE).
RNA (480 ng) was reverse transcribed into single-
stranded cDNA for PCR with both 0.2 lg/ll random hexa-
nucleotide primers and 0.08 lg/ll oligo-(dT) primers using
the ﬁrst-strand cDNA synthesis kit (AMV; Roche).
The amount of RNA for each murine somatostatin re-
ceptor subtype expressed by cortical neurons in culture was
analyzed by using the Sybr Green PCR method (n 5 3). The
expression of tau protein and murine sst2 and sst4 by transi-
ently transfected HEK-293 cells was also studied. Each 10-ll
reaction contained 1 ll of the template [either cDNA or
cDNA diluted (1:5) or plasmid DNA], 5 ll of the Sybr Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), and
150 nM each of sense and antisense primers. Primer pair
sequences used for each gene-speciﬁc primer pair are shown
in Table 1 (Cristiani et al., 2000). Murine beta-actin was used
as an endogenous control to normalize differences in total
RNA amounts from primary cortical cultures. Also, the
amount of RNA from transiently transfected HEK-293 cells
was normalized using human beta-actin data.
Thermocycling parameters were as follows: 10 min at
958C, then 50 cycles of 15 sec at 958C and 1 min at 608C.
After the ampliﬁcation, a melting curve was obtained, increas-
ing the temperature from 608C to 958C. Fluorescent signal
was acquired during the annealing step by the ABI Prism
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems).
To determine whether the ampliﬁcation was speciﬁc, each
dissociation curve was analyzed. In addition, mouse pituitary
cDNA and different plasmids were used as positive controls
for sst5 and sst1–4 respectively. No-template reactions, for
each primer pair, were used as negative controls. For each
amplicon, reactions were carried out in triplicate, from which
mean threshold cycle (CT) values plus SD were calculated and
normalized for both diluted and nondiluted templates. Primer
and reaction speciﬁcity were assessed by dissociation curve
analysis for each primer set.
Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using ANOVA, fol-
lowed by a Bonferroni post hoc test in those results shown in
Figure 2B and Student’s t-test in Figures 1, 2A, 3, and 5–7.
Chi square was used to analyze the number of cells with
internalized Fluo-cortistatin in the experiments with 1 lM
Fluo-cortistatin for 30 min and with 100 lM cortistatin or so-
matostatin for 10 min and then 1 lM Fluo-cortistatin for 30
min. Fields of an approximate area of 0.2 mm2 with three or
more cells with green labeling were considered as positive.
RESULTS
Tau Phosphorylation at Ser262 Is Decreased in the
Cortex of Cortistatin-Deﬁcient Mice
The appearance of tau pathology (phosphorylation
and aggregation) in the cerebral cortex of patients with
Alzheimer’s disease seems to represent a critical point in
the development of the disease (Delacourte et al., 1999).
This speciﬁc tau phosphorylation in the cerebral cortex
could be due to the presence of a cortical neuropeptide,
cortistatin. To test this possibility ﬁrst, we compared tau
phosphorylation between mice lacking cortistatin
TABLE I. Primers Used for the Ampliﬁcation of Somatostatin Receptor Subtypes (Sst1–5), Beta-Actin and Tau (50–30)
Gene name Orientation Position Sequence
Sst1 Fw 734 TATTGCTGATGAGCTGCTCATGCTC
Re 862 TCCACACTAAGCACAGTCAGACAGT
Sst2 Fw 850 ATCAGCCCCACCCCAGCCCTGAA
Re 984 GCAAAGAACATTCTGGAAGCTCTTC
Sst3 Fw 2,176 CAAGGAGATATACCAGGACTTGGGA
Re 2,292 TAGGACACTGGACTGTCCTGCAGAA
Sst4 Fw 863 AACAACGGAGGCGCTCAGAGAAGAA
Re 962 TCGAGGCTGGTACAAACAGGTTCA
Sst5 Fw 856 GGGCTGGGGCACCTGCAACCTGA
Re 1,195 GACAGGACCACCACAAAGAAGTAGA
Mouse beta-actin Fw 1,379 GGCGTTTTGACTCAGGATT
Re 1,448 GGGATGTTTGCTCCAACCAA
Human beta- actin Fw 553 CACACTGTGCCCATCTACGA
Re 715 CTCCTTAATGTCACGCACGA
Tau Fw 573 GCGGATCCATATGGGGGATCGCAGC
Re 768 CCGAATTCTAGGGCACGGGGG
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(CST–/–) and wild-type (wt) mice in the cortex and in
other brain regions.
Our experiments show that tau phosphorylation at
Ser262 was decreased twofold in extracts obtained from
the cortex of CST–/– mice compared with age-matched
wt mice (49% 6 16% in CST–/– vs. 100% 6 16% in
wt; P < 0.05; Fig. 1).
Similarly, the levels of tau phosphorylation at
Ser262 were analyzed in protein extracts obtained from
brain tissue (depleted of cortex and hippocampus) of the
same animals. In contrast to the results obtained from
the extracts of cortex, no differences were found
between wt and CST–/– mice (123% 6 17% in CST–/–
compared with 100% 6 21% in wt; Fig. 1). No differ-
ences were found either when hippocampus from wt
and CST–/– animals were compared (data not shown).
Thus, cortistatin appears to modulate tau phosphoryla-
tion speciﬁcally in the cortex, suggesting that these neu-
rons are targets of cortistatin. Therefore, we next studied
the effect of cortistatin in cortical neurons in culture.
Cortistatin Promotes Tau Phosphorylation
at Ser262
To measure the effect of different cortistatin concen-
trations on tau phosphorylation, primary cortical neurons
were incubated in the presence of 5 nM, 50 nM, and 500
nM cortistatin for 30 min (Fig. 2A). Different concentra-
tions of cortistatin increase tau phosphorylation at Ser262,
reaching a plateau at 50 nM cortistatin (183%6 35% com-
pared with 100%6 20% in controls; P < 0.05).
We next incubated cortical neurons with 50 nM
cortistatin during 5 min, 15 min, and 30 min and meas-
ured tau phosphorylation at Ser262 by Western blot.
The level of phosphorylated tau at Ser262 was increased
twofold in the presence of cortistatin during 30 min
(201% 6 24% vs. 100% 6 19% in control samples; P <
0.01; Fig. 2B).
We also tested whether cortistatin induced tau
phosphorylation at Ser396/404 recognized by PHF1
antibody. However, no differences were found in this
epitope (data not shown).
Because cortistatin belongs to the somatostatin fam-
ily and to elucidate the effect of somatostatin on tau
phosphorylation at Ser262 site, we treated primary cul-
tures of cortical neurons from mice with 50 nM somato-
statin for 5, 15, and 30 min. Figure 3 shows that 5 min
of incubation with somatostatin signiﬁcantly increases
tau phosphorylation at Ser262 (165% 6 21% vs. 100%
6 19% in control samples; P < 0.05). Thus, somatosta-
tin also induces an increase in tau phosphorylation, albeit
at a faster rate than cortistatin.
We then tested whether somatostatin also promotes
tau phosphorylation at Ser396/404 recognized by PHF1
antibody. As for cortistatin, incubation with somatostatin
at different times did not appear to change the phospho-
rylation found at Ser396/404 tau phospho-site (data not
shown).
Murine Cortical Neurons in Culture Have
Receptors for Cortistatin
To determine whether the effect of cortistatin on
tau phosphorylation at Ser262 was mediated through its
binding to speciﬁc receptors, we tested binding and
internalization of cortistatin coupled to ﬂuorescein
(Fluo-cortistatin) in murine primary cultures of cortical
neurons. Incubation with Fluo-cortistatin (1–5 lM) for
30 min resulted in punctate ﬂuorescence labeling distrib-
uted throughout the soma, indicative of internalization
of cortistatin-bound receptors (Fig. 4A). The number of
cells showing internalization was assessed by labeling the
cultures with antiserum against tubulin and DAPI, for
visualization of nuclei, and 24% 6 8% of the cells
treated with Fluo-cortistatin (5 lM) showed internaliza-
tion (Fig. 4A). In contrast, a short incubation of Fluo-
cortistatin during 1 min did not show any labeling (Fig.
4B). Binding and internalization of Fluo-cortistatin were
Fig. 1. Tau phosphorylation at Ser262 is decreased in the cortex of
cortistatin-deﬁcient mice (CST–/–). Protein extracts from the cortex
and the brain tissue without cortex and hippocampus (–cortex) were
obtained from 3-month-old wild-type (wt) mice and CST–/– mice.
Western blots and quantiﬁcation (lower panel) by densitometry of tau
phosphorylation at Ser262 (using 12E8 antibody) normalized with the
levels of total tau protein (7.51 antibody). Tau phosphorylation at
Ser262 was shown to be decreased twofold in extracts obtained from
the cortex of CST–/– mice compared with age-matched wt mice (49%
6 16% in CST–/– vs. 100% 6 16% in wt; P < 0.05). No differences
were found in –cx between wt and CST–/– mice. Data are shown as
means 6 SEM (n 5 3). *P < 0.05 vs. controls.
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signiﬁcantly competed in the presence of a molar excess
of unlabeled 100 lM cortistatin or somatostatin (P <
0.05), suggesting that binding was mediated through so-
matostatin receptors. Fluo-cortistatin labeling was also
inhibited by preincubation with 1 lM phenylarsine ox-
ide (PAO), an endocytosis inhibitor, but not with the
same volume of vehicle (not shown), suggesting that
Fluo-cortistatin internalization was mediated via clathrin-
coated pits in cortical neurons (Fig. 4C).
Primary Cortical Cultures Express All Five
Somatostatin Receptor Subtypes
Because somatostatin displaces Fluo-cortistatin
binding in cultured neurons, it is likely that cortistatin
binds to somatostatin receptors in these neurons. To
determine which somatostatin receptor was responsible
for binding cortistatin in cortical cultures, we performed
quantitative real-time PCR measurements of somatosta-
tin receptor mRNA concentrations. The Sybr Green
PCR method was used, and the normalized ampliﬁca-
tion curves (CT) of each somatostatin receptor subtype
was determined to measure the levels of expression.
Murine cortical neurons express transcripts for the
ﬁve somatostatin receptor subtypes according to RT-
PCR results (Fig. 5A). Sst2 mRNA is the most abundant
(almost 10 times more than sst1 and sst4 mRNAs), fol-
lowed by sst1 and sst4 mRNAs. The amount of sst3
expressed in cortical neurons is less relevant (about 1%
of that of sst2), whereas sst5 mRNA could be detected
only after 30 cycles of ampliﬁcation (less than 0.1% of
that of sst3) and is the least abundant.
Insofar as cortistatin binding to the cell receptors
results in its internalization (Fig. 4), sst1 is unlikely to
mediate its effects, because this receptor shows a low
internalization rate (Hoﬂand and Lamberts, 2003). Thus,
we tested whether binding to sst2 and sst4 would
increase tau phosphorylation at the Ser262 site.
Fig. 2. Effect of cortistatin on tau phosphorylation at Ser262 in pri-
mary cortical neurons. A: To test the effect of cortistatin concentra-
tion, cells were incubated in the presence of 5 nM, 50 nM, and 500
nM cortistatin for 30 min. Then, protein extracts were analyzed by
Western blot. Quantiﬁcation (right panel) of tau phosphorylation at
the Ser262 site recognized by 12E8 antibody was performed by den-
sitometric analysis, and the result is indicated in arbitrary units. Tau
phosphorylation data were normalized with total tau level detected
by 7.51 antibody. Cortistatin increases signiﬁcantly tau phosphoryla-
tion at Ser262 site at different concentrations (183% 6 35% for
50 nM cortistatin compared with 100% 6 20% in controls). B: In a
separate experiment, primary cortical neurons in culture were incu-
bated with 50 nM cortistatin for 5, 15, and 30 min. Then, Western
blots and quantiﬁcation (right panel) were performed as described
above to determine tau phosphorylation at Ser262 (12E8 antibody)
normalized with total tau levels (7.51 antibody). The level of tau phos-
phorylation at Ser262 site was increased twofold in the presence of
50 nM cortistatin for 30 min (201% 6 24% vs. 100% 6 19% in con-
trol samples; P < 0.01). In A and B, data are means 6 SEM of experi-
ments carried out in triplicate. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control.
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Octreotide Does Not Affect Tau Phosphorylation
at Ser262
To investigate further the possible mechanism for
cortistatin inﬂuence on tau phosphorylation at Ser262,
we treated primary cortical neurons with octreotide, a
somatostatin octapeptide analogue that binds selectively
to sst2, sst3, and sst5 receptors. As previously shown
with cortistatin and somatostatin, neurons in culture
were treated with 50 nM octreotide for 5, 15, and
30 min, but, in this case, octreotide does not appear to
increase tau phosphorylation at the Ser262 site (74% 6
13% in 50 nM octreotide 30 min vs. 100% 6 26% in
control samples; Suppl. Fig. 2A). To analyze the effect
of octreotide concentration on tau phosphorylation,
5 nM, 50 nM, 100 nM, or 500 nM octreotide was
added to the media of murine primary cortical neurons
for 30 min. Again, no signiﬁcant effect on tau phospho-
rylation at Ser262 recognized by 12E8 antibody was
observed (Suppl. Fig. 2B).
Sst2 and Sst4 Are Involved in the Cortistatin
Action To Promote Tau Phosphorylation at
Ser262
To determine the somatostatin receptor subtypes
involved in the effect of cortistatin on tau phosphoryla-
tion at Ser262, we studied primary cortical neurons
obtained from different strains of somatostatin receptor-
deﬁcient mice. Cells were incubated with 50 nM cortis-
tatin for 5, 15, and 30 min, and tau phosphorylation at
Ser262 was analyzed by Western blot. In both sst2 and
sst4 knockout cultures, cortistatin had no signiﬁcant
effect on tau phosphorylation at the Ser262 site (Fig.
5B,C). Similar results were found in sst2/4 double-
knockout cells (data not shown). These results suggest
that the effect of cortistatin on tau phosphorylation is
mediated, at least in part, through sst2 and sst4 receptors.
Cortistatin Increases Tau Phosphorylation at
Ser262 Probably Through Its Binding to
Heterodimeric Receptors Composed of Sst2 and
Sst4 Subunits
To investigate further which somatostatin receptor
subtype mediates the effect of cortistatin on tau phos-
phorylation at Ser262 recognized by 12E8 antibody, cor-
tistatin treatments were performed in transiently trans-
fected HEK-293 cells with tau, sst2, and sst4 plasmids.
Real-time RT-PCR was used to check the expression
of tau, sst2, and sst4 in transiently transfected HEK-293
cells with tau, with both tau and sst2, with both tau and
sst4, or with tau, sst2, and sst4 together. In all the trans-
fections performed, tau, sst2, and sst4 mRNAs were
detected (Suppl. Fig. 3).
Transiently transfected HEK-293 cells were treated
with different concentrations of cortistatin (5–500 nM)
for 30 min. Incubations with 200 nM or 500 nM cortis-
tatin increase signiﬁcantly tau phosphorylation at Ser262
in HEK-293 cells transfected with tau, sst2, and sst4
(319% 6 58% and 337% 6 5%, respectively, vs. 100%
6 45% control; P < 0.05; Fig. 6C). In contrast, cortista-
tin does not affect tau phosphorylation at Ser262 when
added to HEK-293 cells transfected with only tau (data
not shown), with both tau and sst2, or with both tau
and sst4 (Fig. 6A,B). These experiments suggest that
both sst2 and sst4 receptors are necessary to mediate the
effect of cortistatin on tau phosphorylation at the epitope
Ser262 recognized by 12E8 antibody.
Similarly, different concentrations of somatostatin
(5–500 nM) were added for 5 min to transiently trans-
fected HEK-293 cells. However, in this case, no signiﬁ-
cant effect on tau phosphorylation at Ser262 recognized
by 12E8 antibody was observed (data not shown) for tau
transfected HEK-293 cells or for HEK-293 transfected
with both tau and sst2, with both tau and sst4, or with
tau, sst2, and sst4 together. Thus, cortistatin and somato-
Fig. 3. Effect of somatostatin on tau phosphorylation at Ser262 site
in primary cortical neurons in culture. Neurons were treated with
50 nM somatostatin for 5, 15, and 30 min, and then Western blots
were carried out. Quantiﬁcation (right panel) of tau phosphorylation
at the Ser262 site recognized by 12E8 antibody was performed by
densitometric analysis in arbitrary units. Tau phosphorylation data
were normalized with total tau level detected by 7.51 antibody. The
level of tau phosphorylation at Ser262 site was increased twofold in
the presence of 50 nM somatostatin for only 5 min (257% 6 101%
vs. 100% 6 19% in control samples; P < 0.05). Data are means 6
SEM of experiments carried out in triplicate. *P < 0.05 vs. control.
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Fig. 4. Internalization of Fluo-cortistatin in cultured cortical neurons.
Cells were incubated with 5 lM Fluo-cortistatin for 30 min (A) and
for 1 min (B). In another experiment, the primary cultures were pre-
treated with 1 lM phenylarsine oxide (PAO), an endocytosis inhibi-
tor, for 30 min and then with 5 lM Fluo-cortistatin for 30 min (C).
The same cells are shown with green ﬂuorescence corresponding to
Fluo-cortistatin distribution, red ﬂuorescence showing the distribu-
tion of tubulin using polyclonal 334 primary antibody, and blue ﬂuo-
rescence showing nuclei distribution (DAPI stain). Scale bar 5
20 lm.
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Fig. 5. Expression of each murine somatostatin receptor subtype
(sst1–5) in primary cortical neurons with the Sybr Green PCR
method (A). The mean threshold cycle (CT) values for each somato-
statin receptor subtype were normalized by the CT value of mouse
beta-actin. Data are means 6 SEM of experiments in triplicate com-
pared with 100% for sst5 (A). Effect of cortistatin on tau phosphoryl-
ation at Ser262 in primary cortical neurons from sst2 and sst4 knock-
out mice. Neurons in culture from sst2 knockout mice (B) and from
sst4 knockout mice (C) were incubated with 50 nM cortistatin for 5,
15, and 30 min, and then protein extracts were analyzed by Western
blot. Quantiﬁcation (right panel) of tau phosphorylation at the
Ser262 site recognized by 12E8 antibody was performed by densito-
metric analysis in arbitrary units. Tau phosphorylation data were nor-
malized with total tau level detected by 7.51 antibody. Cortistatin
does not increase signiﬁcantly tau phosphorylation at Ser262 in sst2-
and sst4-deﬁcient mice cultures. Experiments performed in duplicate
are shown as means 6 SEM.
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statin seem to mediate tau phosphorylation at Ser262 by
a different mechanism.
PKC Mediates Tau Phosphorylation at Ser262
Induced by Cortistatin in Murine Cortical Neurons
PLC-PKC signaling seems to be downstream of
the somatostatin receptors (Ribalet and Eddlestone,
1995), and PKC is one of the protein kinases that phos-
phorylates tau at Ser262 (Gomez-Ramos et al., 2003;
Xiao-Chuan et al., 2004). Thus, to determine the intra-
cellular protein kinase pathway involved in the modiﬁca-
tion of tau Ser262 upon addition of cortistatin, we stud-
ied primary cultures of cortical neurons treated with Ro
31-8220, a PKC inhibitor.
Figure 7 shows that tau phosphorylation at Ser262
induced by cortistatin was prevented in the presence of
10 lM Ro 31-8220. Therefore, these results indicate
that PKC mediates the effect of cortistatin on tau phos-
phorylation at Ser262 site in primary cortical neurons.
DISCUSSION
In the present study, we have demonstrated that
cortistatin promotes tau phosphorylation at Ser262 rec-
ognized by 12E8 antibody in primary cultures of cortical
neurons. P-Ser262 epitope, detected by 12E8 antibody,
is an example of a nonproline-directed phosphorylation
site (NPDK) in tau protein (Morishima-Kawashima
et al., 1995). However, no differences were found when
the phosphorylation at Ser396/404 site, recognized by
PHF1 antibody, a proline-directed phosphorylation site
(PDK; Morishima-Kawashima et al., 1995), was tested in
the absence or presence of cortistatin. Cortistatin is
expressed in GABAergic interneurons in the cortex (de
Lecea et al., 1997) and affects the excitability of cortical
pyramidal neurons (Schweitzer et al., 2003). Cortistatin
induces tau phosphorylation at Ser262 at different con-
centrations in the nanomolar range, with saturation of
the effect at 50 nM. It should be noted that, in studies
with ﬂuorescent cortistatin, approximately 24% of cul-
tured neurons showed ligand internalization. Therefore,
the effect of cortistatin on the cortical neurons that
express cortistatin binding sites should be at least four
times higher than the effect observed in the mixed pop-
ulation in primary cultures. Some studies report the rele-
vance of tau phosphorylation at Ser262 in Alzheimer’s
disease (Morishima-Kawashima et al., 1995; Perez et al.,
2005). It is noteworthy that phosphorylation at this resi-
due is modiﬁed in the brain of patients with Alzheimer’s
disease (Morishima-Kawashima et al., 1995). In addition,
in double transgenic mice (APPSwe/tauVLW) that repro-
duce beta-amyloid and tau pathologies, tau phosphoryla-
tion at Ser262 correlates with an increase in the forma-
tion of ﬁlamentous tau aggregates showing a diameter
similar to that of tau ﬁlaments observed in Alzheimer’s
disease (Perez et al., 2005).
Fig. 6. Tau phosphorylation at Ser262 in HEK-293 cells transiently
transfected with tau, sst2, and sst4 cDNA. Transiently transfected
HEK-293 cells with both tau and sst2 (A), with both tau and sst4
(B), and with tau, sst2, and sst4 together (C) in the presence of cor-
tistatin at different concentrations (5 nM, 50 nM, 200 nM, and
500 nM) for 30 min. Protein extracts were analyzed by Western blot
and quantiﬁed by densitometry in arbitrary units. Data of tau phos-
phorylation at Ser262 recognized by 12E8 antibody were normalized
with total tau level detected by 7.51 antibody. Incubations with
200 nM or 500 nM cortistatin increase signiﬁcantly tau phosphoryla-
tion at Ser262 in HEK-293 cells transfected with tau, sst2, and sst4
(319% 6 58% and 337% 6 5%, respectively, vs. 100% 6 45% con-
trol; P < 0.05), suggesting that both sst2 and sst4 receptors are
involve in the effect of cortistatin on tau phosphorylation at Ser262.
Data are means 6 SEM of experiments carried out in triplicate.
*P < 0.05 vs. control.
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Somatostatin Receptors and Internalization
Because of the strong structural similarity between
cortistatin and somatostatin, cortistatin binds in vitro to
the ﬁve G-protein-linked seven-transmembrane somato-
statin receptors (sst1–5) with afﬁnity similar to that of so-
matostatin (de Lecea et al., 1996; Fukusumi et al., 1997;
Siehler et al., 1998; Criado et al., 1999). Several studies
have shown that the interaction of somatostatin or its
analogs with somatostatin receptors results in ligand-
induced internalization (Hukovic et al., 1996; Boudin
et al., 2000; Stroh et al., 2000; Liu et al., 2005). Experi-
ments in cells transfected with each of the somatostatin
receptors have shown that, with the exception of sst1,
the other receptors can undergo ligand-induced internal-
ization (Hoﬂand and Lamberts, 2003). Our data showing
displacement of Fluo-cortistatin with unlabeled somato-
statin support the notions that cortistatin binds to so-
matostatin receptors in cortical neurons in culture and
that the ligand-receptor complex is internalized into the
cell.
Sst1 and -5 are sparsely detected in the rodent
brain, and sst2A, sst2B, sst3, and sst4 receptors are local-
ized in numerous brain regions, including the cerebral
cortex (for review see Csaba and Dournaud, 2001; Mol-
ler et al., 2003). In addition to somatostatin receptors,
both growth hormone (GH)-secretagogue receptor
(Deghenghi et al., 2001) and MrgX2 (Robas et al.,
2003) have been proposed as selective cortistatin recep-
tors. However, the functional relevance of these recep-
tors in the cerebral cortex remains unclear (Allia et al.,
2005). Therefore, only the presence of somatostatin
receptors was quantiﬁed in primary cortical cultures. In
our model, the ﬁve somatostatin receptors are shown to
be expressed, sst2 being the most abundant, and at least
sst2 and sst4 appear to be involved in the binding of cor-
tistatin to cortical neurons.
In this work, octreotide, the somatostatin analogue
that binds preferentially to sst2, sst3, and sst5 receptors,
has no signiﬁcant effect on tau phosphorylation at
Ser262 site in primary cortical neurons, suggesting that
the activation of sst2, sst3, and sst5 probably is not
enough to increase tau phosphorylation at Ser262. Sup-
porting this idea, we show that cortistatin does not affect
tau phosphorylation at Ser262 in transiently transfected
HEK-293 cells with tau and sst2. In contrast, cortistatin
promotes tau phosphorylation at Ser262 in transiently
transfected HEK-293 cells with tau, sst2, and sst4, sug-
gesting that the effect of cortistatin on tau phosphoryla-
tion is mediated through the activation of heterodimeric
receptors composed by sst2 and sst4.
Somatostatin Receptors and Intracellular Signaling
Somatostatin was shown to induce an effect similar
to that of cortistatin on tau phosphorylation at Ser262 in
primary cortical neurons, but with a different kinetic. It
is noteworthy that somatostatin decreases tau phospho-
rylation at Ser262 in long-lasting incubations, probably
by the activation of calcineurin or phosphatase 2B, a
phosphatase that dephosphorylates speciﬁcally phospho-
tau modiﬁed at Ser262 (Rahman et al., 2006). Kinetic
differences between cortistatin and somatostatin have
also been observed when comparing the effects of both
peptides on hippocampal excitability. Cortistatin, but not
somatostatin, has been shown to enhance a cationic con-
ductance Ih, suggesting that cortistatin activates signaling
pathways different from those activated by somatostatin.
These kinetic differences could not be due to differences
in the afﬁnity of cortistatin and somatostatin to somato-
statin receptors, because similar afﬁnities have been
Fig. 7. PKC mediates the effect of cortistatin on tau phosphorylation
at Ser262 in primary cortical neurons. Cells were incubated in the
presence of 50 nM cortistatin for 30 min or with 10 lM Ro 31-
8220, a PKC inhibitor, for 90 min or pretreated with 10 lM Ro 31-
8220 for 60 min followed by 50 nM cortistatin addition for 30 min.
Western blots and quantiﬁcation by densitometry in arbitrary units
are shown. Data on tau phosphorylation at Ser262 recognized by
12E8 antibody were normalized with total tau levels detected by
7.51 antibody. Tau phosphorylation at Ser262 induced by cortistatin
was prevented when Ro 31-8220 was added, suggesting that PKC
mediates the effect of cortistatin on tau phosphorylation at Ser262
site in primary cortical neurons in culture. Data are presented as
means 6 SEM of experiments carried out in triplicate. *P < 0.05 vs.
control.
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reported for both ligands (de Lecea et al., 1996; Fuku-
sumi et al., 1997; Siehler et al., 1998; Criado et al.,
1999). Kinetic differences between somatostatin and cor-
tistatin may be explained by the notion that cortistatin
might bind receptors modiﬁed by accessory proteins
such as RAMPS (Parameswaran and Spielman, 2006) or
heterodimeric receptors (Agnati et al., 2003) essentially
different from those for somatostatin. This later possibil-
ity is supported by the data from this work.
Tau protein could be phosphorylated at Ser262 by
different protein kinases, such as PKA (Scott et al.,
1993), MARK (Drewes et al., 1997), CaMKII (Ben-
necib et al., 2001), phosphorylase kinase (Paudel, 1997),
PK35/41 (Biernat et al., 1993), or PKC (Gomez-Ramos
et al., 2003). Because somatostatin binding to somatosta-
tin receptor has been shown to decrease PKA activity
(Schindler et al., 1996) but also to activate the PLC-
PKC pathway (Ribalet and Eddlestone, 1995), in this
work we explored whether PKC could be involved in
the effect of cortistatin on tau phosphorylation at
Ser262. PKC is responsible for NPDP of tau protein
(Correas et al., 1992; Singh et al., 1994; Morishima-
Kawashima et al., 1995), and modiﬁcation at the NPDK
sites was shown to affect the interaction of tau with
microtubules (Correas et al., 1992; Busciglio et al.,
1995). In this work, we suggest that PKC mediates the
increase on tau phosphorylation induced by cortistatin,
insofar as Ro 31-8220 prevents the increase of tau phos-
phorylation observed upon the addition of cortistatin.
Possible Relation of Cortistatin and Somatostatin
With Alzheimer’s Disease
Signiﬁcant changes in the expression of somatosta-
tin and somatostatin receptors have been reported in
Alzheimer’s disease. Somatostatin could be related to
some aspects of beta-amyloid pathology, insofar as it reg-
ulates the degradation of beta-amyloid by neprilysin
(Saito et al., 2005). Somatostatin concentration was
shown to be decreased in the brain and cerebrospinal
ﬂuid (CSF) of Alzheimer’s disease patients (Davies et al.,
1980; Bissette et al., 1998; Nilsson et al., 2001). On the
other hand, Kumar (2005) showed that the levels of so-
matostatin receptors sst4 and sst5 are reduced in Alzhei-
mer’s disease cortex. This result seems to contradict our
results, but, in Kumar’s work, the decrease was observed
at the last stage of the disease. Thus, at earlier stages
(which we try to mimic), a higher amount of sst4 recep-
tor should be present. In any case, the amount that
remains in the last stage of the disease may be sufﬁcient
to transmit cortistatin signal.
With regard to tau pathology, here we have shown
that cortistatin promotes tau phosphorylation at Ser262
site in cortical neurons. The main risk for Alzheimer’s
disease is aging, and mRNA expression of preprocortis-
tatin is signiﬁcantly increased in the same brain regions
during aging (Winsky-Sommerer et al., 2004). Thus, an
increase in preprocortistatin may result in an increase of
cortistatin that will result, as indicated in this work, in
an increase of tau phophorylation at Ser262. We have
found, ﬁrst, that tau phosphorylation at Ser262 is
reduced in the cortex of cortistatin-deﬁcient mice and,
second, that cortistatin increases tau phosphorylation at
the same site in primary cortical neurons in culture,
probably through the binding to heterodimeric somato-
statin receptors composed of sst2 and sst4. Interestingly,
immunohistochemistry experiments in rat brain show a
high degree of colocalization between sst2 and sst4 in
layer V of cortical pyramidal cells but not in hippocam-
pal CA1 (Schreff et al., 2000). This result supports the
fact that cortistatin effect, mediated through sst2 and
sst4, was observed only in cortex but not in hippocam-
pus. Indeed, our hypothesis is that, in the cortex of aged
wild-type animals, cortistatin may induce phosphoryla-
tion of tau at Ser262, and it may result in a decrease of
microtubule stability. The effect of cortistatin on tau
phosphorylation at Ser262 is found mainly in the cortex,
and it may play a role in the intermediate steps described
for tau pathology in Alzheimer’s disease (Delacourte
et al., 1999). This result could be relevant in explaining
the memory consolidation deﬁcits related to Alzheimer’s
disease. In this disease, neuronal death, associated with
tau and beta-amyloid pathologies, begins in the entorhi-
nal cortex and then continues through the hippocampus
and into the cortex (Braak and Braak, 1991), which is
responsible for memory consolidation (Hyman et al.,
1984). In this process, a role for cortistatin has been sug-
gested (de Lecea et al., 1996), and overexpression of cor-
tistatin in transgenic mice has been shown to decrease
cognitive performance (Tallent et al., 2005). Because of
its pattern of expression within the central nervous sys-
tem at hippocampus and cortex, and its role in tau phos-
phorylation at Ser262, the role of cortistatin in Alzhei-
mer’s disease pathology should be studied further.
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